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緒 苗
ポ リ ア ミ ン は第 一 級 ア ミ ン を 二 つ 以 上 持 つ ( 直鎖)脂 肪 族炭化水
素 の 総 称で あ り ､ 天然 に は 約 20種 類の ポリ ア ミ ン が 見 い ださ れ て
い る ｡ 生 体内 に は主 に プ ト レ ッ シ ン [NH2(C日2)4N H2】､ ス ペ ル ミ ジ
ン 【N B2(CR2)3NH(CH2)4NH2]､ ス ペ ル ミ ン [NH2(CH2)SHH(C H2)4Nロ
ー
(cH2)3NR2】､ の 3 種 が 存 在 し て い る ｡ 大 腸 菌 な どの 細 菌 は 通常プ ト
レ ヅ シ ン と ス ペ ル ミ ジ ン を ､ 鼻核 細 胞 は通 常 ス ペ ル ミ ジ ン と ス ペ ル
ミ ンを 多く 含 ん で い る (Tabo r a nd Tabo r, 1976)0
動物細 胞 の ポ リ ア ミ ン 生合 成 ･ 分 解経 路 と 各 過程 を 触 媒す る 酵 素
を F ig. ト 1に 示 す (Peg g, 1 988)｡ す な わち ､ プ ト レ ツ シ ン は オ ル
ニ チ ン 脱炭酸 酵素 (O DC) に よ り オ ル ニ テ ン か ら ､ ス ペ ル ミ ジ ン 及 び
ス ペ ル ミ ン は そ れ ぞ れ 合 成酵 素の ア ミ ノ プ ロ ピル 基 の 転移 に よ り ､
プ ト レ ッ シ ン及 び ス ペ ル ミ ジ ン か ら 合成 さ れ る ｡ こ の ア ミ ノ プ ロ ピ
ル 基 は S- ア デノ シ ル メ チ オ ニ ン 脱炭酸酵 素 (S AMDC) に よ り 合成さ
れ る 脱炭 酸 S- ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン に よ り 供給 さ れ る . こ れ ら の 酵
素 の うち O DC と S AHD Cは細 胞内 に 非 常 に 少量 し か存 在 し て お ら ず､
ま た 半 減期 が 非 常 に短 い 事 か ら ､ ポ リ ア ミ ン 生合 成 の 律通 辞素 で あ
る と 考 え ら れ て い る ｡ な お微 生物や 植物 細胞 で は こ の 俄 に､ ア ル ギ
ニ ン → ア グ マ チ ン → プ ト レ ツ シ ン の 別 経 路 も 存在 す る . ポ リ ア ミ ン
の 分解 は ､ まず ス ペ ル ミ ン/ス ペ ル ミ ジ ン 〝7- ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ
ラ ー ゼ に よ り 〝1 - ア セ チ ル ス ペ ル ミ ン ､ 〟1 - ア セ チ ル ス ペ ル ミ ジ ン が
作 ら れ る ｡ そ の 後 ､ ポ リ ア ミ ン オ キ シ ダ ー ゼ に よ り ス ペ ル ミ ジ ン ､
プ ト レ ツ シ ン に そ れ ぞ れ変 換さ れ る ｡
ポ リ ア ミ ン と細 胞 増 殖 と の 関わ り 合 い は ､ 主 に 1960- 1970年 代
に 見い だ さ れ た ホ ル モ ン 投与 や 肝 再 生 な どの 増殖 刺激 に よ る O DC並
び に SA MDC措 性 の 増 加 や (Tabo r and Tabo r, 1976)､ Ru s s ell ら
(197 1) に よ り報 告さ れ た 癌患 者の 尿 中 ポ リ ア ミ ン の 増 加 な ど によ り
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示 唆 さ れ て き た o そ の 後､ ポ リ ア ミ ン 生合 成酵 素 阻害 剤 を投 与し た
細 胞で は増 殖 速度の 低下 が 見 ら れ る が ､ こ の 時 ポ リ ア ミ ン を 同時 に
投 与す る と 回 復す る 事や (Tabo r a nd Tabo r, 19 84; Peg 首, 1g8 6)､
生 合成 系 酵 素 の 欠損 し た 変異 紳胞 で は ､ 外部 か ら ポリ ア ミ ン を 加え
て や ら な い と 細 胞増殖 や 細 胞維 持 が で き な い 事 (Tabor e′ ∂ノ ‥
19 80; Cohn e t aJ. , 19 80; Steglich a nd Scheff le r, 1982; Poh
-
ja npelto et 8ノ. , 198 1, 1985) が 報告さ れ た事 か ら ､ 今 や ポ リ ア ミ
ン は細 胞 に と っ て 必 須 の 因 子 で あ る 事 は 明 ら か で 為 る ｡
こ の 様 な 背景 か ら ポ リ ア ミ ン の 生理 的役割 に 目 が向 け ら れ ､ ノ〟
vjt r oで DN A､ RN A及び 蛋 白質 と い っ た高分 子 合 成の 促進 作用 を持
っ 事 が 見 い ださ れ た ｡ ま た そ の 機構 の 解 明 に 向 け て の 研 究が 多く な
さ れ て き た (Tabo r a nd Tabor , 1984; 五 十 嵐 ､ 1 993)｡
一 方 jn
vj v o(培養 細胞 系) に お い て は ､ ポリ ア ミ ン 合 成 阻 害剤を 投与 し て
DNA 合成 を 停 止 さ せ た 時 ､ こ れ に 先 立 ち数 種 の 蛋 白質合 成が 特異 的
に 阻 害さ れ る が (Iga r a sh ia nd Mo r ris , 19 84)､ こ の
一 つ が チ ミ ジ
ン キ ナ ー ゼ で あ る と い う 事 (Ito a nd lga ra sh i, 19 90) が ウ シ リ ン
パ 球 細胞 の 同 調培 養実 験 の 結果 か ら 見い だ さ れ ､ ポ リ ア ミ ン に よ る
特 定 の 蚤 白貿 合成 の 促 進 が少 な く と も増殖 の
一 部 に 直接 関 わ っ て い
る 事が 明 ら か に な っ た ｡ また ､ 細胞 増殖 に 対 す る ポ リ ア ミ ン の タ ン
パ ク 質合成 の 促 進 の 重要 性 は他 の 培養細 胞 系で も 示 さ れ て い る
(sep pa n e nei al. , 198 1; Rudkin et 8J･ , 1984)｡ 更 に ､ 蛋 白質合 成
開始 因 子 eIF5Aは リ ジ ン 残基 (ヒ トで は Lys80) が ス ペ ル ミジ ン に
ょ り 修 飾さ れ ハ イ プ シ ン を 形成 す る 事 で 浦性 を持 つ 事 や (Pa rk ei
aJ. , 19 91)､ 紳 胞内 の ス ペ ル ミ ジ ン の 減少 に よ る 増 殖阻 害 と eIF5A
の ハ イ プ シ ン 化 の 減 少 が 相 関 し て い る 事 (Bye r s e£ ∂∴ , 19 93) も
報 告さ れ ､ 促進 因 子 以 外 で の 作用 も 注 目 さ れ て い る ｡ 最近で は OD C
遺 伝 子 の･発 現 に は c- Myc 蛋 白 が 関与 し て い る 事や (Bello
-
Fe r n a nde z et al. , 1 993)､ シ グ ナ ル 伝達 に 関与 し て い る 事が 予 想 さ
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れ 近年 注目 さ れ つ つ あ る 黄 白貿 リ ン酸化 酵素 ､ カ ゼ イ ン キ ナ - ゼ ⅠⅠ
(p in n a, 1990; Me ek a nd Str eet, 1992) の 活性化 と 核 内 へ の 移行 と
局 在 化 に ス ペ ル ミ ンが 関 わ っ て い る 事 (F i lhol et aJ･ , 1990;
Filhol et aJ. , 1991a) が報告さ れ ､ 増殖 刺激 の 伝 達の 一 部 に 関 わ
っ て い る 革 も 考 え ら れ て い る (F ilhol et aJ. , 1991b).
と こ ろ で 細 胞内 の ポ リ ア ミ ン 量 は通常 ､ そ れ ぞ れ の 環境 に 適 し た
あ る 狭 い 範 囲 の 過 度域 に 厳密 に 保た れ て い る ｡ す な わち 増殖刺 激に
ょ り ポ リ ア ミ ン が 必 要 と な っ た時や ､ 阻 害剤 投与 な ど に よ り 欠乏 状
態 に な る と OD C及 び SAMD Cの 発 現塞 が増 加す る (Heby a nd Pe r
-
s s o n, 19gO). 同 時 に 細 胞 外か ら の 取り 込 み 清 性 も ま た促 進す る
(pegg, 198 8)｡ また ポ リ ア ミ ン襟 度 が定 常状 態 域 に は い る と こ れ ら
2 つ の 酵素量 及 び 取 り込 み 措性 は す ば や く 減 少す る ｡ こ の うち OD C
と SAMD C の発現 は 転 写 ､ 翻訳 及び mRNAや 蛋 白質 の 分 解 な ど様 々 な
レ ベ ル で 調 節さ れ て い る 事 が 示 さ れ て い る ｡ こ の 生 理 的意義 は､ ノ〟
vjiJ･ 0 に お け る 蛋 白合 成 の 促進 に は ポ リ ア ミ ン の 至適渦 度が 存 在 し ､
高 洩度 に な る と 逆 に 阻害 さ れ る と い う 二 面性 を持 つ 事 な ど か ら 推測
さ れ て い た も の の ､ jn v]
'
v o で の 評 価が 難 し か っ た 事 か ら長 い 間不
明 で あ っ た o 最近 ､ 細 胞 内 に ポ リ ア ミ ン が 異常 蓄積 す る と そ れ 自身
が 引 き 金 と な っ て 増殖 阻 害を引 き 起 こ す事 や (M itchell et aj･ ･
1992a; Be et aJ. , 1993)､ 遺伝 子 導入 に よ り OD Cを過 剰産 生 さ せ
る だ け で 細胞 の 癌化 が 起 こ る 事 (Au vin e n ei al ‥ 1g 9 2; Ho sh ie r
et aj ‥ 1993) か ら ､ ポ リ ア ミ ン 生 合成酵 素及び ポ リ ア ミ ン 量が 厳
■ヽ
密 に 制 御さ れ る 事 の 意 義 が よ う や く 明 ら か に な っ て き た ｡
鼻 核紳胞 に お け る ポ リ ア ミ ン量 の 調節 の 機構 解 明 は 現 在､ 細胞 内
の OD C量 の 調節 の 機構 解 明 を中 心 に 進 ん で い る (Da vis e£ ∂ノ･ ,
1992). そ の 理 由 と L
.
て ､ ① 細 胞内 で の 描 性の 変 動 が 激 し い 事､
② 半 減期 が - 15分 と タ ー ン オ ー バ ー の 最 も 早 い 蛋 白 質で あ る 事､
③ 汚 性阻 害 と 蛋 白分 解 を促 進さ せ る OD C
- ア ン チ ザ イ ム の 発 見､
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④ 容 易 に 酵素 過 剰産生 細 胞 が 得 ら れ た 事 ､ ⑤ 比 較的 早 期 に ゲ ノ ム
遺 伝子 が 得 ら れ た 事､ ⑥ あ る 種 の 癌で は O DC遺 伝子 の 増幅 が 見 ら
れ た事 ､ な ど研 究者 を 魅了 す る 様な 知 見が 多く 得 ら れ て い た 事が 挙
げ ら れ る o こ れ に 比 し て ､ も う 一 つ の 生 合成 律速 酵素 SAMD Cは
OD C と比 べ る と 解明 が か な り 遅れ て い る . こ れ は 遺伝 子 の ク ロ - ニ
ン グ が 遅 れ た 事､ 酵 素過 剰産 生 細胞 得 ら れ て い な か っ た事 な ど の 情
報 が 少 な か っ た 事 ､ OD C の様 な 蚤 自性 の 調節 因 子 が 存 在 し て い な い
事 な ど が 理 由 と し て 挙 げ ら れ る ｡ ま た ､ 細胞 内 へ の ポ リ ア ミ ン 輸 送
に 関 し て は ､ 大腸 菌 で は 3 種類 の そ れ ぞ れ 異 な る 機能 を 持 つ 蛋 白 の
存 在 が 既 に 明 ら か に さ れ て い る が (Ea sh iw agi et aj. , 199 1b;
Fu r u ch i e t aj. , 199 1; Pisto c ch i et aj. , 1993)､ 鼻 核細 胞に お い
て は 複数 の 輸送 系 が 存 在 し て い る 事 (Kak in u ぬa et aj. , 1988) が 示
さ れ た も の の ､ 実体 は 全 く 明 ら か に さ れ て い な い ｡
以 上 の よ う な 現状 を ふ ま え ､ 筆者 は 鼻 核細 胞の ポリ ア ミ ン 生 合成
律 速酵素 並 び に ポ リ ア ミ ン真 の 調節 機構 を 明 ら か に する た め に は ､
sAMD C の発 現 と ポ リ ア ミ ン輸 送 滴 牲の 調 節 に つ い て 新 た な 情 報 を得
る 事 が 必 要 で あ る と 考 え た ｡ そ こ で ､
1) SAHD C過剰 産生細 胞 の 単離 及 び そ の 機 構 の 解 析 (ⅠⅠ章)
2) ポリ ア ミ ン に よ る ポ リ ア ミ ン 生 合 成律 遁辞素 の 翻 訳 レ ベ ル で の
調 節 - 5
'
- 非 翻 訳 領域 の 効果 - (IL章)
3) OD C過 剰 産生細 胞 の OD C- ア ン チ ザ イ ム 潰 伝子 導 入 に よ る ポ リ ア
ミ ン 異常 蓄積 か ら の 回復 (Ⅳ 章) ､
の 3 点 に つ い て 検討 を 行 っ た o 2) に つ い て は SAHD C の 5
'
- 非翻
訳 領 域 (5
'
- UT R) の 効 果 を 新 た に 調 べ た 他 ､ 既 に 報告 さ れ て い る
oD Cの 5
'
- UT R の効果 (Ito el aJ. , 19 90; Ka sh iwagi e t aノ･ ,
19 91a) に つ い て の 再検討 も加 え て 行 っ た ｡
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ⅠI S - ア デ ノ シ }レ _ メ チ 舟 = ン 脱
炭 西安 酵 素 退 寮日 産 生 糸田 胞 の 単 離
及 び そ の 機 構 の 解 析
緒 言 で 述 べ た よ う に ､ SAMDCは ス ペ ル ミ ジ ン と ス ペ ル ミ ン合 成す
る 時 に 必 要 な ､ ア ミ ノ プ ロ ピ ル 供与 体で あ る 脱炭酸 S- ア デノ シ ル メ
チ オ ニ ン を 生成 す る 酵素 で あ る . SAMDCは 発現塞 が 非 常 に 少 な い 事
か ら OD Cと共 に ポ リ ア ミ ン生 合成 の 律遁 辞素 と 考え ら れ ､ こ の 酵 莱
の 発現 調節 機構 を 明 ら か に す る 事 は ､ ポ リ ア ミ ン 生合 成並 び に 細胞
内 ポ リ ア ミ ン 量 の 調 節 機 構を 解 明 す る 上 で 非 常 に 重 要で あ る ｡
sAHDC の発現 調節 に つ い て は 培養 細 胞 へ の 血 清 の 添加 に よ る 増殖
の 刺激時 に 認 め ら れ る mRNA漫 の 増 加 (Stim a c a nd Mo r ris , 1987)
や ､ OD Cま た は SAHD C阻 害剤 を 投与 し て ポ リ ア ミ ン 欠乏 状 態 に し た
細 胞 で 認 め ら れ る mRNA豊及 び 酵素 蛋 白 量 の 増加 と ポリ ア ミ ン 添加
に よ る 減少 (Shir ahata a nd Pegg, 1985, 198 6; Peg 首 ei aJ･ ,
1987; Pe r s s on et aJ. , 1989a , 1g89b; Autelliet aJ･ , 19 91)､ 並
び に リ ン パ 球系 の 細 胞 で は レク チ ン 刺激 に よ る SAHD CmRNÅ量 の 増
加 (Mach el al･ ･ 1
.
9 86) や 翻 訳 の 促 進 (H illand Mo r r､is , 1992)
な ど の 報告 が あ り ､ S AMDC は 様 々 な レ ベ ル で 発現 調節 を受 け て い る
事 が う か が え る ｡ し か し O DC の発現調節 と 比 べ 報告 数 が 少 な く ､ そ
れ ゆ え 不 明 な 点も 多 い ｡
一ヽ
sAMD Cの 発現 機構 の 解 明 が遅 れ て い る 理 由 の ひ と つ と し て は 酵素
の 過剰産 生細 胞が 得 ら れ て い な か っ た 事 に あ る ｡ OD Cに つ い て は ､
酵素 阻 害剤 で お る 2- dif lu o r o m ethylo r nithin e(DF MO) に 耐性 な 酵
素過 剰産生 変異株 が さ ま ぎ ま の 細胞 で 得 ら れ て い る (McConlogu e
a nd Cof fino , 19 83; Choi a nd Scheff le r., 1983; gaha n aa nd
Natha n s, 1984; Mitchell ei aj. , 19 91; Ra m eji et aJ･ , 19 3)o
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こ れ ら の 細 胞 は ODC 蛋白 の 精製 を 容 易 に し た だ けで な く ､ こ の 細 胞
を 使用 し て O DCの 発現 調節 ､ 特 に 酵素 分 解 の 機 構 (Mu r aka mi ef
aJ. , 1992 b, 19 92c; Ka n a 血OtO et aJ. , 1g93) に つ い て 様 々 な 情報
が 得 ら れ て き た o
こ れ ら の 事 か ら 筆者 は ､ SAMD C過剰 産生 細 胞 を 得 る 事 に よ り ､ こ
の 酵 素 の 発現 調節 機構 ､ 更 に は細 胞内 ポ リ ア ミ ン 調節 の 機構 の 解明
に つ な が る 辛が か り が 得 ら れ る の で は な い か と 考 え､ SAMDC過 剰産
生細 胞 を 単離 する 事 を試 み た ｡ SAHD Cの 酵 素 阻害剤 は m ethyト
glyo x al b is(gu a nylhydr a zo n e) (MG BG) (Wi llia m s- Ashm a n a nd
Sche n o n e, 1972) と ethylglyo x al bis(gu a nylhydr a z o n e) (EGBG)
(Pegg a nd Ja c obs, 1983; 工ga r a sh i et aノ. , 1984) が ある が ､
MG BGは ポ リ ア ミ ン 輸送 系を 介 し て 細胞 内 に 取 り 込 ま れ (Bye r s et
aJ. , 1g87)､ ま た 過去 に 得 ら れ た MGBG耐 性紳胞 は ポ リ ア ミ ン 取 り
込 み 描性 が 欠損 し た細 胞 で あ る (Ha ndel a nd Flintoff, 19 78;
Rodrigu e s et al. , 198 7; He ato n and Flintoff, 1988)Q 一 方､
EG BG の細胞 内 へ の 取 り 込 み は ポ リ ア ミ ン 輸送系 を介 さ な い ｡ そ こ で
EG BGに 耐 性 な 変 異細胞 の 単離 す る 事 に よ り S AMD C過 剰産生 細胞 を
得 よ う と 考 え ､ マ ウ ス FM3A細胞 の EGBG耐性紳 胞 の 単離 を 行 っ た o
そ の 結果 ､ 親株 で あ る .F M3A細 胞に 比 べ 250倍 の EGBG耐 性 を示 し ､
SAMD C楕 性 が 5 倍 に 上 昇 し た 変異細 胞が 得 ら た ｡ こ の 細 胞を SAM-
1 と名 づ け ､ こ の 細胞 の 性 質 及び SAMDC過剰 産生 の 機 構 に つ い て 詳
細 な 検討 を 行 っ た ｡ ､
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ⅠⅠ - 1 実 験材料
1) 艶胞
マ ウ ス FM3 A細 胞 ( 純 系C3 日/Hen マ ウ ス 自然 発 生 乳 ガ ン 由来)
(Naka no ,19 66) の サ ブ ク ロ ー ン F2 8- 7 株 は 松 崎 博博 士 ( 埼玉 大 学
理 学部) の 御好 意 に よ り 供与 さ れ た も の を 使用 し た ｡
2) 艶座
ウ サ ギ 抗 ラ ッ ト SAHDC抗 血 滑 (Shir ahata a nd Pegg, 1985) は 白
幡 晶 博 士 ( 城西 大学 薬学部) の 御好意 に よ り 供与 さ れ た も の を使 用
し た ｡
3) 旦旦旦旦
ヒ ト SAM DCcD NAを 含 む pSAMhlプ ラ ス ミ ド (Paju n e n et aJ･ ,
1988) は Dr . A . E. Peg g(Pe n n sylv a nia State Univ e r sity) 及 び
Dr . 0 . A. Ja n n e(Univ e rsity of Helsinki) の 御 好意 に よ り 供 与さ
れ た も の を 使用 し た ｡ ニ ワ ト リ β - ア ク チ ン cDNA(Cle v ela nd e≠
aノ. , 19 80) を含 む pB R322- a ctin プラ ス ミ ドは 大 谷 周 道教 授 (大
阪 市立 大学 医学 部) の 御 好意 に よ り 供与 さ れ た も の を 使用 し た ｡
4) 試 薬
【γ - 3 2p]ATP(22 2 TBq/m n ol), [α - 3 5s]th io - dATP(43･2 TBq/
-ヽ
m m ol), 【3 5s】L- メ チ オ ニ ン (4 4. 1 TBq/m m ol), [ト
1 4c】∫ ア デノ シ ル
メ チ オ ニ ン (1. 9 GBq/m m ol) は Du Po nトNEN社 よ り ､ 【α
- 3 2p]
dCT P(111TBq/m mol), [125Ⅰ]pr otein A (3 ･ 1 GBq/mg) は ICN社 よ
り ､ [ト 1 4c】ト オ ル ニ テ ン (2. OG Bq/m m ol), 【1,4-
1 4C げ ト レ ッ シ ン
(4.1GBq/m m ol) は A RC社 よ り ､ 【1,4-
1 4c]ス ペ ル ミ ジ ン (4･ 1GBq/
mm ol) は An e r sha n 社 よ り 購入 し た ｡ EG BGは 日 本 カ
ー バ イ ト社の 御
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好 意 に よ り 供 与 さ れ た も の を 使用 し た o 5
'
- ‡【(I)- 4- a min o- 2-
bute nyl】nethyla min o)- 5
'
- de o xyade n o sin e(I- AbeAdo) (Da n zin et
aJ. , 1990) は Ma r rio n Me r r ell Do w 社 の 御好 意 に よ り 供与 さ れ た
も の を使用 し た . プ ロ テ ア - ゼ 阻 害 剤 6- a min o- 2- n aphthyl- 4-
gu a nidin obe nzo n ate d ihydr ochloride (FUT- 175) (Fujiia nd ロト
to m上, 198 1) は鳥居 薬 品 の 御好 意 に よ り 供与 さ れ た も の を使 用 し た ｡
ES培 地 は 日 水 製 薬よ り ､ 牛 胎 児血 涌 ､ T 4 ポ リ ヌ ク レオ チ ド キ ナ -
ゼ ､ RNa s eイ ン ヒ ビタ ー ､ 制 限酵素 類 は 東洋 紡績 よ り 購入 し た o
Tag DNAポリ メ ラ ー ゼ は ニ ッ ポ ン ジ ー ン よ り 購入 し た . ヌ ク レ オ チ ド
三 リ ン 酸 ､ デオ キ シ ヌ ク レ チ ド三 リ ン 酸 は ヤ マ サ 醤油 よ り ､ RNa s e
A､ 午 血 清 ア ル ブ ミ ン ､ ペ ニ シ リ ン G､ 硫酸 ス ト レプ ト マ イ シ ン ､ ア
ク チ ノ マ イ シ ン D､ シ ク ロ へ キ シ ミ ド､ サ ケ 精 巣 D NA､ 酵母 tRNA
は S igm a 社 よ り購 入 し た . そ の 他の 試 薬 は す べ て 特級 試 薬 を 用 い ､
ま た特 に 表 記の な い 限 り ナ カ ラ イ テ ス ク よ り購 入 し た も の を 使用 し
た ｡
ⅠⅠ - 2 実験方 法
1) F M3A細 胞 の 培 養
細胞 は 2 % ウ シ 胎児 血 清 ､ 10 0u nits/ml ペ ニ シ リ ン G､ 5 0
u nits/ml 硫 酸 ス ト レ プ ト マ イ シ ン を含 む E S培地 で ､ 95 % air/
50/. CO2 ､ 37
oC の条件 下 で 1× 104 - 1 × 106 c ells/ml の範 囲 内 で
培養 ､ 継 代 を行 っ た ｡
2) 蔓旦坦旦 幽 盈董
対数増殖期 に あ る 細 胞 を 遠心 に よ り 集 め た 後 2. 5× 10
5
c ellsノml
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と な る よ う に 培地 に 懸濁 し ､ そ の 細 胞 懸 濁 液 5 ml に 0. 6LL g/ml と
な る よ う に N- メ チ ル - d
'
- ニ ト ロ - 淋 ニ ト ロ ソ グ ア ニ ジ ン を加 え て
3 7 oC で 3 時間培養 を 行 い ､ 変異 を 起 こ さ せ た o 培 養後､ 10n1 の
培 地 を加 え 1,3 00rpm ､ 10分 間 の 遠心 を 行 い ､ さ ら に 得 ら れ た 沈 澱
を 培地 で 一 回 洗浄 し た 後 2.5 × 105 c ells/ml と な る よ う に 培地 で 懸
鴻 し ､ 4 日 間 の 培養 を 行 っ た ｡ そ の 後 ､ 培地 に EGBGを 段階的 に 増
量 し て 加 え (1, 3, 10 ,20〟M)､ 計 約 8 ケ 月 間継 代 す る 事 に よ り ､
耐性 株の 選 択及 び 洩縮 を 行 っ た . な お ､ EGB G の過度 は 増殖 が速く な
り か け た 時 に 上 昇さ せ た ｡ 最 後に ､ 5 %ウ シ 胎 児血 清､ 2 0〟M EGBG､
o. 5 % ア ガ - (D IFCO, aga r pu rif ied) を 含 む 軟寒 天 培地 の プ レ ー
ト に ま い て コ ロ ニ ー を 形 成 さ せ ､ SAMD C過剰 産生 細胞 の 単 一 ク ロ -
ン を 得 た ｡ 得 られ た SAMDC過剰産 生細 胞 は そ の 後 ､ 20iLM EGBGを
含 む培 地 で 1) に 従 い 継 代を 行 っ た ｡ こ の 変 異細 胞 を用 い て 実験を
行 う 時 に は ､ 7 日 間 EGBG を 除 い た 培 地 で 継 代 し た後 ､ EGBG存 在 下
ま た は 非 存 在 下 で 2 - 3 日 間培 養 を行 っ た 中期 対数増 殖期
(2 - 5 × 105 c el ls/ml) の 細胞 を使用 し た ｡
3) 幽 艶崖
種 々 の 濃 度の EGBGを 含 む 培 地 1 ml 中 に 紳 胞を 5,000個人 れ て
3 日 間培養 を 行 い ､ ト リ バ ン プ ル ー で 染色 さ れ な い 細 胞の 計数 を 行
っ た ｡ 耐性 度 は 増殖 を 5 0% 阻 害さ せ る 洩 度 (ID5 0) で 表 し た ｡
4)OiB旦+ 旦班姐 + 盈吐旦⊥乙 と 之旦 盈且盗 塵温盟旦遡丘
oDC及 び SAMD C の酵 素汚 性測 定 は Kak in u m aら(1987) の 方法 に
従 い ､ 以 下 の よ う に 行 っ た . 2 .5× 107 偶 の 細胞 を PB S(8･ 1 mM
Na211PO4 ､ 1. 1 nH E H2PO4 ､ 13 8nM NaC l､ 2. 7 mM KCl, pH7･ 4) で 洗
浄後 ､ 1 ml の ODC緩 衝液 (lon門 HEP ES- KO 出, p甘 7･4､ 2･ 5 阻M
DT T､ 0. 2 mM pyrido x al pho sphate ､ 0.1 mM EDT A) ま た は SAMD C按
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衝滴 (75 mM ,HEP ES- KOr7, pH 7.3､ 10mM D TT､ 3 .75 nM プ ト レ ッ シ
ン ､ 1.5 mM EDT Å) に 懸 濁 し ､ 凍 結融解 を 3 珂繰 り 返 し た 後 ホ モ ジ
ナ イ ズ を 行 い ､ 16,00 0× g で 30分 間 の 遠 心 を 行 っ た ｡ 得 ら れ た 上
浦 を上 記の 緩衝 液 で 一 晩透析 を行 い ､ 酵 素溶液 と し た ｡ 酵 素溶液
19 0〟 1 に 10 〟 1 の 3.5 mM 【1 4C】オ ル ニ チ ン (7.4 kBq) ま た は
4 山川 [1 4c]s- ア デ ノ シ ル メ チ オ ニ ン (5. 2 kBq) を 加 え 3 7 oCで 3 0
分 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 い ､ 遊 離 し て く る 1 4co2 を s olu e n e
35 0(pa cka rd) を 簸 み 込 ま せ た鴻 紙 に ト ラ ッ プ さ せ た ｡ 遊離 し た
1 4co2 の 量 は演 紙 を トル エ ン系 シ ン チ レ 一 夕 - 申 に い れ て 液 体 シ ン
チ レ ー シ ョ ン カウ ンタ ー に て 測定 し た .
細 胞内 へ の ポ リ ア ミ ン の 取り 込 み 滴性 は Kakin u m aら (1988) の
方法 に 従 い ､ 次の よ う に 行 っ た. 細 胞 を Tr a n spo rt 緩 衝液 (2 0mM
H EPES- Tris
, p日 7.2､ 135m凹 NaCl､ 10mM glu c os e､ 2 mM CaC12 ､
1 mM MgC12) で 洗 浄後 ､ 同緩 衝液 に 2 .5 × 106 c ells/ml と な る よ う
に 懸濁 し ､ 13FLM [1 4c】プ ト レ ッ シ ン (777k Bq/jJ m Ol) また は 26
〟M [1 4C】ス ペ ル ミ ジ ン (8 88kBq/〟 m ol) を添 加 し て 30
oC で イ ン キ
ュ ベ ー シ ョ ン を行 っ た o 反応開 始 か ら 4 , 8, 12, 16分後 に 反 応液
5 00〟 1 を採 取 し ､ 6 00〟1 の オ イ ル (コ ー ン オ イ ル : フ タ ル 酸 ジ ー
n - プ チ ル = 3:10) の 上 に畢層 し ､ 遠心 に よ り 細 胞 を沈 降さ せ ､ 上 滑
を 除 去 し た 後 の 沈 澱 を 1 ml の 5 % ト リ クロ ロ 酢酸 に よく 懸濁 し ､
超音波 で 細 胞 を破 砕 し た ｡ こ の 懸 鴻 液に 10ml のトル エ ン - ト ラ イ
ト ン 系 シ ン チ レ 一 夕 - を 加 え よく 混 ぜ た後 ､ 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン
カ ウ ン タ - で 取 り 込 ま れ た 1 4c ポ リ ア ミ ン 童 を 測定 し た ｡
5)毒臥 組 敷孟
細胞内 ポ リ ア ミ ン 含 量 は Iga r a sh iら (1986) の 方法 に 従 い 次 の
様 に し て 行 っ た o 5 × 108 個 の 細 胞 を PB Sで 2 個 洗浄 した後 ､ 0. 2
ml の 0. 2 N HC IO4 で 2 回 ポ リ ア ミ ン の 抽 出を 行 っ た ｡ こ の 抽 出 液
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を 0. 35 Hク エ ン 酸 ナ トリ ウ ム (pH 5.35)､ 2 M NaCl､ 2 0% メタ ノ
ー ル を食 む 溶離液 で 平衡 化 し た TSEgel IE芸 215(4×80 1m m) 陽イ
オ ン 交 換樹 脂 カ ラ ム (Tos oh) に ア プ ラ イ し ､ 50oC､ 0.4 ml/min の
条 件 下 で 抽 出液 申の ポ リ ア ミ ン を 分 離 し た ｡ 分離 さ れ た ポ リ ア ミ ン
の 定量 は OPA溶 液 (0.4 M ホ ウ 酸 - KOtl, p日 10.4､ D. 0 6% o-
phthalaldehyde､ 3 7mM 2- メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル ､ 0. 1 % Bridge -
35) を 0.38 ml/min の 割合 で 洛離液 と 混 和 し 50
B
C で反 応さ せ ､ 励
起 波長 336n m､ 蛍 光波長 470n m の 条件 で 蛍 光強度 を 測 定す る 事 で
行 っ た . 抽 出残 漕 は 0. 1 N NaOH に 溶 解 し た 後 ､ 蛋 白定量 に 用 い た o
6) 艶 幽 艶且盗象温性旦遡屋
細胞内 EGBG 曇 は 4) の 方法 に 従 っ て 得 ら れ た 透析前 の 鰍胞 抽 出
液 を､ 90
o
C で 3 分間処 理 す る 事 に よ り SAHD C措性を 失汚さ せ た も
の をサ ン プ ル と し ､ 別 に 調製 し た SAH- 1 の細胞 抽 出蒋 中の SAMDC
滴性 の 阻 害 程度 を 調 べ る 事 に よ り 行 っ た . ス タ ン ダ ー ド と し て は
0. 05- 0. 15JJH の EGB Gを用 い た .
EGBG取 り 込 み 汚性 は EGB Gを 含 ま な い 培地 で 7 日 間培養 し た細
胞 を遠 心 し た後 ､ 5 0〟M EGB Gを 含 む培 地 に 5× 105 c ells/ml の割
合 で 懸濁 し ､ 37 oCで イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を行 い ､ 一 定 時間毎 に細 胞
を 採取 し ､ 上 記 の 方 法 に よ り EGBG量 を測 定 す る 事 で 行 っ た .
7)!退嬰A 出 藍盛
ps AMh lを制 限 酵素 PvLJIト ]
'
b8I で 消 化 し て 得 ら れ た ヒ ト SAMD C
の 黄 白 コ - ド領域 を 全 て 含 む 1.2 kbp の 断片 ､ ま た は pBR3 22-
a ctin' を制 限 酵素 RjndⅢⅠ で 消化 し て 得 ら れ た ニ ワ トリ β - ア ク チ ン
の 蛋 白 コ ー ド領域 を全 て 含 む 1.8 kbp の 断片 を ､ Ra ndo mPri凪ed
DN A Labeling K it (USB) を用 い て 【α - 3 2p]dCTP で標 識 を 行 っ た ｡
得 ら れ た cDN Aプ ロ ー ブ の 比 摘性 は 1 - 2×109 cpm/iLg であ っ た o
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8) 旦+旦之ヱ 以 ⊥L 盈凝
Sa mbr o ok ら (19 8g) の 成書 に 従 っ て 3× 107 偶の 細 胞よ り 染色 体
DN Aを調 製 し ､ 20Jlg の DNA を 制 限 酵素 HJndIJ ま た は Bc oRI で
消化さ せ ､ 1 %ア ガ ロ - ス 電 気 泳動 で 分 離 を 行 っ た o 泳動後 の ゲ ル
を 0. 25 N H Clで 15分 間浸 し ､ 0 .4 N NaO tlで D NAを変性 さ せ た
後 ､ TAE綬衝 液 (12mM Tris - 6 mM 酢 酸 ナ ト リ ウ ム , pH 7.5､ 0.3
mM EDTA) で 中 和 及び 平 衡化を 行 い ､ 同 緩 衝液 申で Ge n eSc r e e n
P lu sT M ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン (Du Po nトN EN) へ 電 気的 に DNAの 転 写
を 行 っ た ｡ 転写後 ナイ ロ ン メ ン プ レ ン を 乾燥 さ せ ､ 50 % ホル ム ア ミ
ド､ 5 0mM リ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 緩衝液 , pH 7.5､ 1 % SD S､ 5× S SC
(1× S SC; 150mM NaCl､ 15mM ク エ ン酸 ナ ト リ ウ ム) を含 む 緩 衝液
に ､ 100FLg サ ケ 精巣 DN Aと 7) で 得 ら れ た約 1× 107 cpn の
SAMD CcD NAプ ロ ー ブ を加 え た 溶 液中 で 4 2 oCで 15時 間の イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン を行 っ た ｡ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン 後 ､ ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン
を 2×S SC で室 温､ 5 分 間 2 回 ､ 1 % SD Sを含 む 2×SS Cで 65
oc 3 0分 間 2 回 ､ 0. 1× SSCで 室 温 3 0分 間 2 回 洗浄 を行 い ､ 軽 く
吸 水 し て ラ ッ プで 包み ､ オ ー トラ ジ オ グ ラ フ イ - を 行 っ た ｡
9) ∠二 ニ豊 地 上急逝
Cat hala ら (1983) の 方法 に 従 っ て 3× 107 偶 の 細 胞 よ り 全 RNA
を調製 し ､ 50% ホル ム ア ミ ド､ 6 % ホル ム ア ル デ ヒ ド､ 1× HO PS緩
衝 液 (1× MOP S; 40mM HO PS- NaO H, pH 7. 0､ 10mM 酢酸 ナ ト リ ウ ム ､
1 mM EDT A) を含む溶 液中 で 65
o
C 15 分 間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行
っ た . 2 0〟 g 分 を 6 % ホル ム ア ル デ ヒ ド ､ 1× MO PS緩 衝液 を含 む
1.2 % アガ ロ ー ス で 電気 泳動 を行 い RNAを分離 し た . 滅菌 水 で ゲ ル
を よ く 洗 浄 し ホ ル ム ア ミ ドを 除 い た 後､ 5 0mM NaOH､ 10mM NaCl､
o. 2 〟gノml エ チ ジウ ム ブ ロ マ イ ドを 含 む溶 液 に ､45分 間浸す 事 で
RN A の染 色 と 部分 的 断片 化を 行 っ た ｡ TA E緩衝 液で ゲ ル を 中和及び
- 13 -
平 衡化 を 行 い ､ ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン へ 電 気的 に R NAの 転 写 を 行 っ た ｡
転写 後 ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン を 乾燥 さ せ ､ 50 % ホル ム ア ミ ド､ 1 ”
NaC l､ 10 % デ キ ス ト ラ ン サ ル フ ェ ー ト､ 1 % SDS を 含 む溶 液 に ､
100iLg サ ケ 精巣 D NAと 7) で 得 ら れ た 約 1× 107 cpm の SAMDC
cDNAプ ロ ー ブ を 加 え ､ 42 qC で 15 時間の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行
っ た o イ ン キ エ ペ - ･シ ョ ン 後､ ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン を 2× SSCで 室
温､ 5 分 間 2 回 ､ 1 % SDSを含 む 2×S SCで 65
o
C 3 0分 間 2 回､
o. 1×SS C で室 温 3 0分 間 2 回 洗浄 を 行 い ､ 軽く 吸 水 し て ラ ッ プ で
包 み ､ オ ー トラ ジ オ グラ フ イ ー を 行 っ た ｡
10) 且 地 盤
妊
細胞培養滴 に 2Jjg/ml のア ク チ ノ マ イ シ ン D を加 え 完 全 に RN A
合 成 を 止 め た 後 ､ 一 定時 間毎 に 細胞 を集 め ､ 9) の 方法 に 従 っ て 全
RNÅを 調製 し た o こ の RNAを 5 0% ホ ル ム ア ミ ド､ 7 % ホル ム ア ル
デ ヒ ド､ 1×SSC を含 む 溶液 に 溶 か し ､ 65
oC 15分 間の イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ン を 行 い RN Aを 変性さ せ た後､ ナ イ ロ ン メ ン プ レ ン に ス ポ ッ
ト し た . メ ン プ レ ン を 乾 燥 し ､ 9) の 方 法 に従 っ て SAMDCcDNAプ ロ
- ブ を 含 む 溶 液中 で イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を行 っ た o 洗浄 に よ り ハ イ
プ リ ダ イ ズ し な い プ ロ - プ を 除 い た後 ､ オ ー トラ ジ オ グ ラ フ イ - 杏
行 っ た ｡
11) 星 山 虹色盈畳旦数量
McKnigbt と Palmiter (1979) の 方法 に 従 っ て 次 の よ う に 行 っ た ｡
2× 107 個 の 紳胞 を PBS で二 回洗浄 し た後､ 2 ml の 緩衝液 A (2 0
mM Tris - HC l, pH 7.4､ 10 mM NaCl､ 5 氾M MgC 12 ､ 0.5 %(Ⅴ/v)
No nidet P- 4 0) に 溶 解さ せ た ｡ 0
o
C で 5 分 間放置 し た 後､ 光学顕 微
鏡 に て 細 胞膜 が 破 砕 し て い る 事 を確認 し､ 500×g で 10分間の 遠 心
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を 行 っ た o 得 ら れ た 沈澱 を綬 簡液 A で 2 回 洗浄 し､ 200Jll の緩 衝
液 B (50 mM Tris - HCl, pH 8. 3､ 5 mM HgC12 ､ 1 nM DTT､ 0. 1 mM
ED TA､ 4 0%(Ⅴ/v)グ リ セ ロ - ル) に 懸濁 し ､ 核懸 濁液 を 得た o こ れ
に 20 0iLl の 2× 転写緩 衝液 (10mM Tris- HC l, pH 8.0､ 3 00mH
KC l､ 5 mH MgC 12 ､ 5 mM D TT､ 1 mM ATP, G YP, CT P) と 10〟 1 の
【α - 3 2P]UT P(28. 1 TBq/脚 ol, 3 70 MBq/血1) を加 え､ 30
oC 3 0分 間
イ ン キ エ ペ - シ ョ ン を 行 っ た . 反 応後 直ち に 100u nits の RNa s e-
fre e DNas eI (GIB CO- BR L) を 加 え ､ 更 に 37
o
C 30分 間の イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン を 行 い ､ フ ェ ノ ー ル ー ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出後 ､ 水 層を エ タ ノ
ー ル 沈 澱さ せ て 3 2p- 標識 RN Aを 調 製 し た . ハ イ プ リ ダ イ ゼ - シ ョ
ン 用 の フ ィ ル タ ー は 制限 酵素 Ba mH Iで 直 鎖状 に し た pSA HD C346､
pshACT3 0､ pS P64プ ラ ス ミ ド DNA(ⅠⅠ - 2 参 照) 20〟 g を ナ イ ロ ン
メ ン プ レ ン 上 に ス ポ ッ ト し た も の を 用 い ､ 9) の 方法 に 従 っ て 3 2p-
標 識 RNA (1,000,000cpm) と イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ た ｡ ハ イ プ
リ ダ イ ズ し な い RNAを 洗浄 し て 除い た 後 ､ オ ー ト ラ ジ オ グ ラ フ イ 一
に よ り ラ ベ ル さ れ た 転 写 産 物を 検 出 し たo た だ し キ ャ リ ア ー は ､
DNAの 代 わ り に 100Jjg/ml 酵 母 tRNAを 加 え ､ イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン
は 4 2
oCで 48 時間行 っ た ｡
12) 空 也 迫藍
2× 107 偶 の 細 胞 を PBS で二 回 洗浄 し た 後､ 10JjH PUT- 175を含
む緩 衝液 A 1ml に 溶解 さ せ ､ 0
o
C で 5 分 間放 置 し た 後､ 500× g
で 10分 間 の 遠 心 を 行 っ た ｡ 得 られ た上 浦 を 更 に 105,000× g で
1 時間遠 心 を 行 い ､ 上 浦 を紳 胞貿画 分 と し た o こ の 紳胞質画 分 に
1/4 量 の 5×SD S緩衝 液 (1× SD S緩衝液 ; 62. 5 m凹 Tris - HC l, pf1
6.8､ 2 % SDS､ 5 % 2- メ ル カプ ト エ タ ノ ー ル ､ 10%(v/v) グ リ セ
ロ - ル) を 加 え て 5 分 間煮沸 を 行 い ､ こ れ を La e m mli(197 0) の 方
法 に 従 っ て SD S- ポ リ ア ク リ ル ア ミ ドゲ ル 電気 泳動 (S DS- PAG E) (12
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% ゲ ル) を 行 い ､ 蛋 白 を 分離 し た o 分離 後､ To wbin ら (1979) の 方
法 に従 い Imm ob ilon P メ ン プ レ ン (H ill ipo r e) に 蛋 白 を転 写 し た ｡
抗 SA MDC 抗 血 滑 を用 い たイ ム ノ ブ ロ ッ テ イ ン グ に よ る SAM DC蚤 自
室の 比 較 は 次 に 述 べ る 2 つ の 方 法で 行 っ た ｡
① p lotB lot We ste r nB lot AP Syste m(Pr o m ega) を 用 い た ア ル カ
リ フ ォ ス フ ァ タ - ゼ 発色 に よ る 検 出 : 試 薬 に 添付 さ れ て い る プ ロ ト
コ ー ル に 従 っ て 行 っ た . 但 し ､ 一 次 抗体 は 1･. 1000希釈 で 用 い た .
② [1 2 5Ⅰ]protein A に よ る 検 出 : Su z uki ら (19 91) の 方法 に 改
良を 加 え 次 の よ う に 行 っ た o メ ン プ レ ン を TB S- T (10nM Tris - HCl,
pH 7. 5､ 150 mM NaC l､ 0. 05 % Tw e e n- 2 0) で 洗浄 し た 後､ 5 % ス キ
ム ミ ル ク ( 雪印 乳 業) を 含 む TB S一 丁 で 1 時 間 ､ 室浪 に て イ ン キ ュ
ベ ー シ ョ ン を 行 っ た . 引 き続き 抗 SAMD C抗血 清 (1:1000) と 5 %
ス キ ム ミ ル ク を含 む TB S- T で 1 時間 ､ 室温 に て イ ン キ ュ ベ - シ ョ
ン を行 い ､ TBS- T でよ く 洗 浄 し た後 ､ 37 kBq の 【1 2 5Ⅰ】pr otein A
と 5 0/. ス キ ム ミ ル ク を 含む TB S- T で l時間 ､ 室浪 に て イ ン キ ュ ベ
ー シ ョ ンを 行 っ た ｡ メ ン プ レ ン を T BS- T で よ く 洗浄 し た 後乾燥 し ､
オ ー ト ラ ジ オ グラ フ イ 一 によ り 検 出 し た o
13) 旦姐旦旦_ _盛_盤旦生滅遡遡遡屋
細胞培養液 に 2Jノg/ml の シク ロ へ キ シ ミ ド を加 え て 完 全 に 蚤 白 合
成 を止 め た 後､ 一 定 時間毎 に 細胞を 集 め ､ 4) の 方法 に 従 っ て
SA HD C清性 を測定 し た ｡
14) 拠 L 盈且盆鼠畳遡 _数量
5× 106 偶 の 細 胞 を メ チ オ ニ ン を含 ま な い ES培地 (-Met ES) で
2 回洗浄 し た 後､ 2 % の 透析 し た ウ シ 胎児 血 清 を 含 む
- Met ES を
5 ml 加 え 37
o
C で 10分 間イ ン キ ュ ベ - シ ョ ン を行 い ､ 22･ 2 HBq
の [3 5s】メ チ オ ニ ン を加 え 30分 間 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 っ た ｡
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そ の 後直 ち に細 胞 を 集 め ､ 12) の 方法 に 従 っ て 細 胞 質画分 を 調製 し ､
4,000,0 00cpm の [3 5s】メ チ オ ニ ン で ラ ベ ル さ れ た 賓 白を Ka m eji
と Peg g(1 987) の 方法 に 従 い ､ 抗 SA MDC杭 血 清 を 用 い た免 疫沈降
を行 っ た ｡ 沈 降物 は 100〟 1 の 1× SD S楼蘭 液 に 懸 濁 し ､ 5 分間煮
沸 し た後 SD S- P AGE (12 % ゲ ル) を 行 い ､ ENL IGflTN ING(Du Po nト
NEW) で 処理 し た 後 ､ フ ル オ ロ グ ラ フ イ 一 に よ り 検 出 し た .
15)!辺地+ 組 虹ぬ逸足
9) で 調 製 し た 食 RNAを ol igo(dT) セ ル ロ ー ス カ ラ ム (Pha r m a-
cia - LKB) に か け poly(A)＋ R NA調製 し ､ 5LLg を 用 い て Gub le r と
Hoffm a n(198 3) の 方法 に よ り cD 阿Aを調 製 し た ｡ cDN A の収量 は 約
1ilg であ っ た ｡ こ の cDNAを 鋳型 と し て polyn e r a s e chain r e-
a ctio n(PC R) (Saik iet aJ. , 1988) に よ り SAM DCcD 村A の 増幅 を
行 っ た . プ ライ マ ー は ､ 既 に 報告さ れ て い る ヒ ト や ラ ッ トの cD円A
塩 基 配 列 (Pajune n e t aJ ‥ 19 88) 及 び ゲ ノ ム D NA塩 基 配 列
(pulk ka et aJ‥ 19 91; Ma ric e t 8j∴ 1992) を も と に DN A合 成装
管 (Cyclo n eP lu sD NAsynthe siz e r, Mi llige n/B io s e a r ch) に て 作
製 し た o 得 られ た SAHDC cDN A断片 を 直接 ､ ま た は七 れ を M 13 系 フ
ァ
ー ジ (Ya nis ch- Pe r r o net ･ al. ,19 85) に 組 み 込 ん で 得 ら れ た 一 本
鎖 D NAを 鋳型 と し て ､ 【α - 3 5s]th io- dAT Pを 用 い た ジ デオ キ シ 法
(sa nge r et aJ. , 1977) に よ り 塩基 配 列 の 決定 を行 っ た ｡ 反 応 は シ ー
ク エ ン シ ン グ キ ッ ト (Sequ e n a s e v e r sio n2 .0, U SB) を用 い ､ 添 付
さ れ て い る プ ロ ト コ ー ル に 従 っ て 行 っ た ｡
16) 出 藍孟
プラ イ マ ー 伸長 法 に よ る 転写 開始部 位 の 決 定 は Sa mbr o ok ら
(1 98 9) の 成書 に 従 っ て 次の よ う に 待 っ た o 15) で 作製 し た SAMD C
nRNA の- 23 1- - 254領 域 に 相 補 な 24塩 基の オ リ ゴ デオ キ シ ヌ ク レ
ー 17 -
オ チ ド 5
'
- GAGG CAG ATAC AGTTC AGT CT CTT- 3
'
の 5
'
末端 を ､ T4ポ リ ヌ
ク レ オ チ ドキ ナ ー ゼ と 【γ - 3 2p]AT Pを 用 い て 3 2p 標識 し た ｡ 0.2
pm ol (5 00,0 00cpm) を 45〟g の poly(A)十 RNAと ハ イ プリ ダイ ゼ
- シ ョ ン綬 衝 液 (4 0mM P IPES- NaO H, pH 6.4､ 0.4 M NaC l､ 1 mH
EDT A､ 5 0%(v/v) ホ ル ム ア ミ ド) 中で 4 2
o
C 12 時間 ハ イ プ リ ダ イ
ズ さ せ た o ユ タ ノ - ル 沈 澱後､ 3 0iLl の 逆 転写 反 応 績衝液 (50mM
Tri告 - HC l, pr1 8.0､ 60 mM KC l､ 10mM MgCl2 ､ 5 mM D TT､ 1 mM
dATP, dGT P, d CTP, dTT P､ 1 u/〟1 RNase イ ン ヒ ビ タ - ) に 溶 か し ､
300u nits の M- MLV逆 転写酵 素 (USB) を加 え 40
o
C 2 時間の イ ン
キ エ ペ - シ ョ ン を行 っ た o 反 応 後､ 1. 5 〟1 の 0.5 M E DT Aと 0 ･ 2
〃g の RNa s eA を 加 え て 更 に 3 7
o
C 30分 間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を
行 い ､ フ ユ ノ - )i, - ク ロ ロ ホ ル ム 抽 出 後､ 水 層を エ タ ノ ー ル 沈澱 し た .
得 ら れ た 逆 転写 産 物 は 6 M尿素を 含む 5 % ポ リア ク リ ル ア ミ ドゲ
ル で 電 気泳 動後 ､ オ ー ト ラ ジ オ グラ フ イ 一 に よ り 検 出 し た ｡ 逆転写
産物 の 長さ は ､ M 13mp19 一 本鎖 DNAを 15) に 従 っ て シ ー ク エ ン シ
ン グ 反 応 を 行 っ た も の を マ ー カ ー に し て 求 め た .
17) 放射 の
乾燥 し た ゲル 及甲メ ン プ レ ンで 検 出 さ れ た 放射 晴性 (
32p､ 3 5s､
1 2 5Ⅰ) の 定 量 は イ メ ー ジ ン グ ア ナ ラ イ ザ ー Fuji B AS200 0( 富士 写 真
フ イ ル ム) に よ り 行 っ た ｡
18) 畳良選 _盈 姐 星旦
夕 ン バ ク 質の 定量 は標 準 タ ン パ ク 質 と し て ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン を
用 い ､ Lo w ry ら (1951) の 方法 に よ り 行 っ た o DN A及 び RN A の定 量
は 適 当 童の 蒸留水 で 希 釈 し て 波長 260 n m の 吸光度 を 測定 し ､ 吸光
係数 (ml･ ng
- 1) を DN Aは 20､ RN Aは 25 と し て 洩 度 を 求め 算出 し
た ｡
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ⅠⅠ - 3 結 果
1) SAM- 1
マ ウ ス FM3A細 胞を 肘 メ チ ル ー 〝
'
-
ニ ト ロ - ”- ニ ト ロ ソ グ ア ニ ジ ン
で 処 理 し た 後､ EGBGの 洩 度を 段階的 に上 昇 さ せ る 事 に よ っ て 得 ら れ
た変 異細 胞
親 株で あ る
の に 対 し ､
を 要 し た ｡
SAM- 1 の EGBGに 対す る感 受 性 を F ig . Ⅰト 1 に示 し た .
FM3 A細胞 は 0. 08JIM EGB Gで 増殖 が 5 0% 阻 害 さ れ る
SAM- 1 細 胞 は 50 % 増殖 を 阻 害 する の に 20ilM の EGB G
ま た ､ こ の 細 胞 の プ ト レ ッ シ ン ､ ス ペ ル ミ ジ ン 及 び
EG BG取 り 込 み 摘 性 を 調 べ た と こ ろ ､ そ れ ぞ れ 9. 85､ 20. 6､ 14 .0
pm ol･ min
‾ 1 ･ mg pr otein
～ 1 で あ り ､ こ の 傭 は FM3 A細 胞 と ほ古ぎ同 じ
で あ っ た o ま た SA M- l 細胞を 20j1･M EGB G存 在下 で 培 養を 行 っ て も ､
取 り 込 み 消 惟 の 変動 は ほ と ん ど見 ら れ な か っ た ｡
次 に 両 細 胞を EG BGを 加 え な い で ､ ま た は 50 % 阻害を 引 き 起 こ
す 洩 度 (ID5 0) で 3 日 間培 養を行 っ た細 胞 よ り 調製 し た透 析後 の ラ
イ ゼ - ト を 用 い て ､ S AMD C及 び OD C括性 を測 定 し た o Table I ト 1
に 示 さ れ る よ う に ､ SAM- 1 細 胞で は EGB G存 在下 及 び 非 存在 下 で そ
れ ぞ れ FM3 A細 胞 の 約 5 倍 の SAMDC 措 性 の 増加 が 認 め ら れ た ｡ ま
た EGB Gを 加 え て 培養 を 行 う 事 に よ り ､ 両 紳 胞 と も S AMD C措性 が 約
70倍 増 加 し て い た . 一 方 ､ SAM- 1 細胞 の OI)C清 性 は FM3A細 胞に
比 べ て 約 1.5 倍 増加 し て い た が ､ SA71DC で 見 ら れ た よ う な EGBGに
よ る 著 し い 措性 の 上 昇 は 認 め ら れ な か っ た ｡ こ れ ら 3 日 間培養 し た中
細 胞.の ポ リ ア ミ ン 及 び EGBG含量 は (Table I ト 1)､ EGBG非 存在下
で 培養 を 行 っ た 時､ SA M- 1 細 胞 は FM3A細 胞に 比 べ て プ ト レ ッ シ ン
含量 が 約 1/10 で あ り ､ ス ペ ル ミ ジ ン よ り ス ペ ル ミ ン 含量の 方が 多
か っ た ｡ ID5 ｡ の EGB Gを加 え て 培養を 行 っ た 時､ 両紳 胞 で プ ト レ ッ
シ ン の 著 し い 増加 が み ら れ ､ こ れ は SAHD C滴 性が 阻害 さ れ た 結果 で
あ る と 思 わ れ た . し か し SA凹- l 細 胞 は ス ペ ル ミ ジ ン及 び ス ペ ル ミ ン
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が F M3A細 胞よ り 約 3 倍 多く 存 在 し て い た o こ の 時 SAM- 1 細 胞 に
は FM3A細 胞 よ り 若 干 多 め の EGBGが 存在 し て い た o こ れ ら の 結果
か ら ､ S AM- 1 細 胞 で は jn vj v o で も FM3 A細 胞 に 比 べ て SAMD C汚
性が 増加 し て い る 事 が 示 さ れ た o ま た ､ 最 近開 発さ れ た SA MDC の不
可逆 的 阻 害 剤で あ る 2- AbeAdo の ID5 0 を 調 べ た と こ ろ ､ FM3A細胞
で は 3 .5〟M で あ る の に 対 し SA M- 1 細胞 で は 約 5 倍の 18〟M で あ
り ( デー タ 兼掲載)､ SAM- 1 細 胞 の SA MD C描性 の 増 加は 酵素 蛋 白量
の 増 加 に よ る も の で あ る 事 が 示 唆さ れ た o し か し ､ SAM- 1 の EGBG
耐性度 は 250倍 に増 し て い た の に 射 し SA MDC摘性 は 5 倍 し か 増加
し な か っ た 事 ､ ま た EGB Gの 取 り 込 み捕 性及 び ID50 の EGB G存在
下 で 培養 し た細 胞 の EGB G含量 は ､ 両細 胞 間 で ほ ぼ 同 一 で あ っ た事
か ら 考 え て ､ SAM- l 細 胞 で は EG BGの 排 出浦 性 も ま た 増 加 し て い る
事 が 予 想 さ れ た｡
2) SA M- し.魔ー 塵 地
ま ず ､ SA M- 1 細 胞で SAMD C蛋 白塞 が 増加 し て い る 事 を確 か め る た
め に ､ 抗 SAMD C抗体 を 用 い た ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ を行 っ た ｡
Fig. Ⅰト2 A は ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 発 色 に よ り 検 出 し た 結束 で
あ る が ､ ID5 ｡ の E GBG･ 存在 下 で 培 養 した 細 胞で は 0･7 5〟g 蛋 白 で
分子 量 3 1 kDa の SAMD C のバ ン ドが 検 出さ れ た の に 対 し (1a n e3
a nd 4)､ EG BG非 存 在下 で 培養 し た 紳胞 で は 同 程 度の 発 色 に 30〟g
蛋 白 を必 要 と し た (1a n el a nd 2)｡ ま た ､ EGB G の有無 に 関 わ ら ず
SA M- 1 細 胞 の SA MDC黄 白量 は F M3 A に比 べ て 明 ら か な 増加 が確認 さ
れ た ｡ こ の 差 は ID5 ｡ の EGB G存在 下 で 培 養 し た細 胞 の 細胞 質画 分
を 蛋 白量 を 変 え て ア プ ラ イ し ､ 【
1 2 5Ⅰ】pr otein A を 用 い て 検 出 し た
後､ 放 射 捕 性 を 測定 し た と こ ろ ､ 約 5 倍 で あ る 事が 確認 さ れ た
(F ig. Ⅰト 2B)｡ こ の 結 果 より ､ S AM- 1 細胞 の
1
sAH DC 滴性 の 約 5 倍 の
増加 ､ 並び に 両 細胞 で の EGBGに よ る SA MDC清 性の 約 70倍の 増 加
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Fig. II- 2. We ste r n- blot a nlysis of S 鯛DC. Experim e nts we re pe r-
fo r m ed using Pr otoBlot APsyste m(A)o r[12 5Ⅰ】pr otein A (B) asde-
s c ribed in Expe rim e ntal Proc edures. (A)Lane s1 a nd 2, pr otein s
fr o m n o r m al a nd SAM- 1 c ells in the absen ce of EGB, r e spe ctiv ely.
The ar ro whe ads ind icate SAMDC. La rle S3 a nd 5, pr otein sfr o m n o r m al
c ells in the pr e s e n c e of 0.08iLM EGBG. La n e s4 a nd 6, pr otein sfr o m
一ヽ
SAM- 1 c ells c ultu r ed in the pr e s e n c e of 20jlM EGBG. Nu mber s o nthe
leftr epr es e nt m ole c ula r m a s s e s. (B)La n e s1, 3, 5, 7 a nd 9, pro-
tein sfr o m n o r m al c ells c ultu red in the pr e s e n c e of 0.08LL拘 EGBG(○).
Lane s2, 4, 6, 8 a nd 10, pr otein sfrom SAM
- 1 c ells c ultu r ed in the
pre s e n c e of 20iL阿 EGBG(㊨). The r adio a ctivity in la n e2 w a s
defin ed a sha ving a r elativ e v alu e of 1.
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は ､ 酵 素蚤 白 豊 と 一 致 し て い る 事 が 明 か と な っ た o 次 に ､ SAHDC黄
白塞 の 増 加 が 発現調 節 の ど の 段階 で 行 わ れ て い る の か を詳 しく 調 べ
た o な お こ れ 以 後 の 実験 は､ そ れ ぞ れ の 細 胞 に お い て の IDら0 の
EG BG の存在 下 ま た は 非 存 在下 で 行な っ た ｡
初 め に 細 胞 よ り 染 色体 DNAを調製 し ､ 制 限 酵素 ∬ノ〟〟ⅢⅠ また は
BcoR I で消 化 し た も の を S AMD CcD NAをプ ロ ー ブ と し て サ ザ ンプ ロ
ッ ト分 析 を 行 な っ た (F ig. Ⅰト3)a FM3A及 び SAM- 1 の両 細 胞 で の
sA MD C連 伝 子 豊 は ほぼ 等 し く ､ ま た E GBG存 在下 で 培養 を 行 な っ て
も SA MD C遺伝子 塵 は 増加 し な い 事 が 分 か っ た .
次 に ､ 細 胞 よ り 食 RN Aを 調 製 し､ SAMDC cD NAを プ ロ ー ブ と し て
ノ ー ザ ン プ ロ ッ ト分 析 を 行 な っ た (Fig. Ⅰト4 A). 全 て の 紳 胞 に お い
て 3 . 5 kb と 2 .1 kbの 2 種 類 の mRNAが 検 出さ れ ､ 今 ま で に 報告
さ れ た ウ シ (Ma ch e t aJ. , 19 86)､ ラ ッ ト及び ヒ ト (Paju n e net
aJ. , 19 88) で 検 出 さ れ た SAH DCmR NAの 大き さ と 一 致 し て い た. こ
れ ら の 検 出 さ れ た mRN A量 は FM3A細 胞 (1a n el) よ り も SAM
- 1 細
脂 (1a n e3) の 方 が 4 - 5 倍 多く ､ こ の 事 は 同 じ 全 RNA を 用 い た ド
ッ トプ ロ ッ ト分 析の 結 果 (Fig .Ⅰト 4B) で も確 認 さ れ た ｡ ま た EGBG
存 在 下 で 培 養 し た細胞 で は FM 3A細胞 ､ S AM- 1 細 胞 で そ れ ぞ れ 3 倍 ､
1.7 倍 増加 し て い た ｡ こ .れ ら紳 胞の 種輯及 び EGBG添加 の 有 無 に よ
る SAMD CmRNA の変動が ど の レ ベ ル で 行 な わ れ て い る の か 調 べ る た
め に ､ ま ず ア ク チノ マ イ シ ン D で 処理 し た 細 胞 よ り 全 RN Aを 調製
し ､ 細 胞内 で の SA MD CmRNA の 安 定性 を 調 べ た (F ig･ Ⅰ卜 5A)o EGB G､
非 存 在下 で 培 養 し た 時 ､ FM3A細 胞 と SA M
- l 紳 胞 の SAMD CmRN A の
半 減 期 は そ れ ぞ れ 1. 7 時間 ､ 1･ 3 時間 で ほ ぼ 同 じ で あ っ た o
一 方､
EG BG の存 在 に よ り FM3 A細 胞 で は 2･ 9 倍 ､ SAM
- 1 紳胞 で は 1･8 倍
半減 期 が 増 加 し ､ こ の 現 象 は そ れ ぞ れ の 細 胞 で の EGBG に よ る
mRNA真 の 増 加と 一 致 し て い た . コ ン ト ロ ー ル セ し て β
- ア ク チ ン
mR NAの 安定 性 を 調 べ た が (Fig･ Ⅰト5B)､ β - ア ク チ ン mRNÅ 量は ど
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Fig.Ⅰ卜3. So uthe r n- blot a n alysis of chr o m o s o 臥al SA班DCDNA.
Expe rim e nts w e r epe rfo r m ed as de s c ribed.in Expe rim e ntal Pro c ed
ur e s.
DNAw a sdige sted with HjnduI(A) or Ec oRI(B). La n e s1 a nd 2, DNA
3
fr o m n o r m al c ells c ultu r ed in the abs e n c e(1)o rpr e s e n c e(2)of
o.o8iLM EGBG. La n e s3 a nd 4, DNA fr o mSAM- 1 c ells c ultu red in the
abs e n c e(3)o rpr e s e n c e(4) of 20jJH EGBG.
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Fig. Ⅰト4. No rthe rn- blot(A) a nd doトblot(B) an alysis of SARI)C帆RNA.
Expe rim e nts w e r epe rfo r m ed a sde s c ribed in Expe rim e rltal Pr o c edu r e s.
(A)Lan e s1 a nd 2, RNA fr o m n o r m al c ells c ultu r ed in the abs e n c e(1)
o rpr e s e n c e(2) of 0.08FLH EGBG. La n e s3 a nd 4, RNAfr om SA和一 1
ヽ
c ells c ultu r ed in the abs en c e(3) orpre s e n ce (`4)of 20FL凹EGBG.
(B) Sa mple s of RNA(16〟g)w e r ethe s a m e a stho s e u s ed in the No rth-
r
e r n
- blot a n alysis (A). Each r o w r epre s e nts a s e rial 1:4 dilutio n of
RNA.
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AB
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Tim e(h)
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E GB G
Fig. ⅠⅠ - 5. Dete n bin atio n of tu r n o ver r ate of SAMDCmRNA(A) a nd β -
a ctin 払RNA(a). At the tim e sindic ated in the figu r e, c ells
J
w e r e
colle cted. Dot blot a n alysis w a spe rfo rthed u sing 16FLg total RNA.
Lane s1 a nd 2, RNA fr o m n o r m al cells c ultu r ed in the abs e n c e(1)o r
pr e s e n c e(2)of 0.08〟M EGBG. La n e s3 a nd 4, RNA fr o mSAM- i c ells
c ultu r ed in the abs e n c e(3) orpr e s e n c e(4)of 20JLM EGBG･
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← - SA M DC
- pSP 64
← Actin
Fig. ⅠⅠ - 6. Hybridiz atio n with SARI)Ca nd β - a ctin cDNAs of 3 2p- label-
ed RNAsynthe siz ed in isolated n u clei jD Fjtr o. The
3 2ト1abeled
n u cle a rtr a n s c ripts w e r ehybridiz ed with the indicated pr obe sim -
ヽ
m obiliz ed o n a m e mbr a n efilte r. im m obiliz ed DNA: SAMDC, SAHDC
≠
cDNA;
Actin
, β - a ctin CDNA; pSP64, pSP64co ntr ol DNA.
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れ も ほ ぼ 等 しく ､ ま た 非 常 に 安定で あ っ た . 次 に ､ EG BG処理 し て い
な い 細 胞 よ り 核 を 単離 し て r u n o n a s s ay を 行な い ､ SAMD CmRNA の
転 写 童 を 直接 調 べ た (F ig. Ⅰト 6)｡ こ の 結 果､ SA M- 1 細 胞 で は
S AMDC mRNA の転 写 塞 が FM3Aに 比 べ 4 - 5 倍増如 し て い る 事が 分 か
っ た ｡ こ の 時 ､ ア ク チ ン mRNA の転写 は ほ ぼ 同 一 で あ っ た｡ なお ､
EGBG処理 し た細 胞 で 行 っ た暗 も 同様 な結 果 が得 ら れ た ｡
sA MDC 蛋 白 の 安定 性 は シ ク ロ へ キ シ ミ ド処理 し て 蛋 白合成を 阻害
し た 細胞 の SAMD C措性 を測定す る 事に よ り ､ また SAMDC蚤 白合 成
量 は 細胞を 30分 間の 【3 5s]メ チ オ ニ ンラ ベ ル し た 後､ 抗 SAMDC抗
体 を用 い た 免疫沈 降 を行 なう事 に よ り 調 べ た ｡ Fig･ Ⅰト 7 に 示 すよ う
に ､ 両細 胞 と も EG8G の 存 在に よ り SAH DC消性 の 著 し い 安定化 が 認
め ら れ た が ､ EGB G の有無 に 関係 なく SAM- 1 細 胞 と FM3A細 胞 の
sAMDC 描性 の 安 定性 に は 差が 絡め ら れ な か っ た . SAMD C合成 量 は
F ig . Ⅰト 8 に 示 す よ う に EGBG非 存在下 で は ､ SAM
- 1 細胞 は 州3 A
細 胞 に比 べ 5 倍 の 合成 量の 増加 が 見 られ ､ こ れ は SAH DCmRNA転 写
豊 の 増 加 と 一 致 し て い た ｡ EGBG処理 に よ り FM3A細胞 で は 2 倍 ､
SAM- 1 細胞 で は 1. 2 倍 そ れ ぞ れ 合 成量 が 増 加 した が ､ こ れ は安定 化
に よ る SAHD CmR NA童の 増加を 反 映 し て い る と 考 え られ た .
以 上 の 結 果 か ら ､ SA M- 1 細胞の 約 5 倍 の S AM口C過剰産生 は
SA MDCmRN A転写 真の 増 加 によ る も の で あ る 事 ､ ま た 両 細 胞で の
EG BG処 理 に よ る 70倍 の 増加 は ､ 主 に SAMD C蛋 白質 の 著 し い 安 定
化 が 起 こ る た め で あ る こ と が 分 か っ た ｡
､
3) 也
汲崖
研究 を 行 な っ た時点 で は ､ マ ウ ス の SA MD CcDN A の塩基配 列 は報
告 さ れ て お らず ､ ま た S AM- 1 細胞 で は SAMDCmRNA上 に変 異が あ る
か ど う か 興味 が 持た れ た ｡ そ こ で ､ 両 細 胞よ り PCR法 で S 州D C
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Fig. Ⅰト7. Half- life of SAHDCactivity in n o mal a nd S肘ト1 c el
ls･
1
Expe rim e nts w e re pe rfo rmed a sde s c ribed in Expe rime n
tal Pr oc edu r e s･
No r m al (○) and SAM- 1(㊨) c ells w e re c ultu r ed in the abs e n c e(A)
o r
pr ese n c e(B) of EGBG･ Ea ch point is the a v a r age of triplic ate de
-
te r 阻in atio n s. Sta nda rd e r ror w a s within ±10
0/o fo r e a ch point･
- 3 0-
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Fig. Ⅰト8. Me as u r e m e nt of SAMDCsynthe sis by i帆 u n Opr e Cipitatio n
帆ethod. Expe rim e nts w e r epe rfo r m ed a sdes c ribed in Expe rim ental
pr o c edu r e s. La n e si a nd 2, pr otein sfr o m nor m al cells c ultu r ed
'^in
the abs e n c e(1)o rpr e senc e(2) of 0.08LLM EGBG. La n e s3 a nd 4,
pr otein sfr o mSAM- 1 c ells c ultu r ed in the abs en c e(3)o rpr e s e n c e(4)
of 20FLM EGBG. Flu or ogr aphy w a spe rfo r m ed fo r4 days at -80
o
C .
Nu mbe r s o nthe leftr epr e s e nt m ole c ula r m a s s e s.
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cD NAを 増幅 し て シ ー ク エ ン ス ,を 行 い ､ 1002塩基 の 翻訳領域 ､ 32 6
塩 基の 5
'
- 非 翻訳 領域 (5' - UTR)､ 16g塩 基の 3' - 非翻 訳 領域の 計
14 97塩 基 の 塩基 配 列 を 決定 し た ｡ そ の 結果 を F ig. Ⅰト 9 に示 し た が ､
FM3A細胞 と SAM- 1 細 胞 で は 塩基配 列 は完 全 に 一 致 した ｡ ま た ､ 決
定 し た直後 に 報 告さ れ た マ ウ ス 脳 由 来 の SA柁D CcDNA塩基 配 列
(Wa rts ei aJ. , 1992) と も 完全 に 一 致 し た . cD NAの 塩基 配 列 よ り
予 想 さ れ るSA MD Cの 酵素 前駆体 と し て の ア ミ ノ 酸 数 は 33 4､ 分 子 量
は 3 8,057 Da で お っ た ｡ 今 ま で に 報告 さ れ た ラ ッ ト 及 び ヒ ト
(Paju n e n et aJ. , 198 8) と の 塩 基配 列 の 相同 性 は そ れ ぞ れ 97.6 % ､
95.8 % で あり ､ ア ミ ノ 酸配列 の 相同 性 は それ ぞ れ 98. 8 % ､ 97. 9
% で あ っ た . ア ミ ノ 酸配 列 か ら判 断 し て ､ マ ウ ス SAMD C前駆体 は
G lu67 と Se r68 と の 間で 切断 さ れ ､ Se r68 に ピル ベ - ト基が 付加 さ
れ る 事 に よ り 摘性 型 酵素 に変摸 さ れ る と 推定 し た (Sta nley ei al. ,
19 89)｡ こ の 時の 大サ ブ ユ ニ ッ トの 分子 量 は 3 0.5 kDa と 見積 られ ､
こ の 憶 は ウ エ ス タ ンプ ロ ッ ト (Fig. Ⅰト2A) で 示 さ れ た 分子 量 に 一 致
し て い た｡
SAM- l で は mRNA の転写 塞が増 加 し て い た事 か ら ､ 変 異 に よ り 新
し い 転 写 プ ロ モ ー タ ー が 生 じ ､ 5
'
- UT R の長 さ の 異 な る mRNAが 存 在
し て い る 可 能性 が 考 え ら れ た ｡ そ こ で ､ 転写 開始部 位の 決定をプ ラ
イ マ ー 伸長 法 に よ り 待 っ た ｡ F ig . Ⅰト 10 に は 開始 コ ド ン の 上 流 23 1
- 25 4 の塩 基 配 列 に 相補 な 24塩基 の プ ラ イ マ ー を 使用 し て 行 っ た
結果 を 示 す が ､ 両細 胞 と も SAMD CmRNA の 5
'
- UT R の長さ は 号25 ま
た は 32 6塩基 で あ り ､ 異な る 長 さ の 5
'
- UT Rは 存在 し な か っ た ｡ 同
様 な 結果 は ､ 上 流 9 1- 114 の塩基配列 に 相補 な 24塩 基の プラ イ マ
ー を使用 し た時 に も 見ら れ た ｡ ま た S AH- 1 細 胞の 逆転 写 産物量 は
FM3 A細 胞 の 約 5 倍 で あ り ､ こ れ は ノ ー ザ ン ブ ロ ツ′ト の 結 果 (Fig･
II- 4) と 一 致 し て い た ｡ こ の 事か ら ､ SA･H- 1 細 胞 で 異な る 5
'
- UTR
を 持 つ SAHDC mRNAが 存在 す る 可 能 性 は 完全 に 否 定 さ れ た ｡
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Fig.ⅠⅠ - 9. Nu cle otide s equ e n c e of m ous eSAMDCCDNA. The deduc ed
a min o a cids equ e n c e. of SAHDC is sho w n u nde r the n u cle'otide s eque n c e･
The a r r o windic ate s the dedu c ed pr o c e s sing site . The ho riz o ntal
a r r o w s u nde r n e ath the nucleotide sindic ate the c o mplem e nta ry S e-
qu e n c e of the prim e r s u s ed fo r e xtensio n. The n umbe ring of the
n u cle otide s(o nthe left)sta rts fr o mA of the intiatio n cod n
l
of
the ope n r e ading fr a m e. The n u mbering of the dedu c ed a mino a cid
sequ e n c e(o nthe right) sta rts fr om m ethio nine of pr o e n zym e ofSAMDC･
The n u cleotide a nd a min o a cids equ e n c e s of r at SAMDCmRNAa nd pro
-
tein diffe r e nt fr o mtho s e of mo u s e a r e sho wn u nde r n e ath the se
-
qu e n c e of mo u s e.
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G A T C
Fig. ⅠⅠ - 10. Dete叩in atio n ofthe initiatio n site of SAMDCmRNA
tr a n s c riptio nby prim e r e xte n sio n. The 24n u cle otides, which hy-
bridiz e with the upstr e a m n u cle otide､s equ en c e23 1- 254 fr o mthe A of
the intiatio n c odo n of SAMDCmRNA, w er e u s ed asthe prim e r. La n e s1
奇
a nd 2c o ntain the prim e r- e xte n sio n produ cts of SAMDCmRNA fr o m no r-
mal and SAM- 1 c ells cultu r ed in the pr e s e n c e of EGBG, r espe ctiv ely.
G, A, T a nd Cr epr e s ent dide o xyn u cleotide s equ e n cing of H13mp19 fo r
siz e c o nlparis o n. The tw o a r r o w s co r r e spo nd to the siz e of 325o r
326nu cle otide s of 5
'
- UTR.
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ⅠⅠ - 4 考 察
今 回 EGBG に 耐惟 な 変 異細 胞を作 製す る 事 に よ り ､ S AM DC過剰 産
生 紳 胞の ク ロ ー ン SAM- 1 の 単 離 に 成功 し た o こ の 細 胞 は親 株で 為 る
FM3A細胞 に 比 べ SAHD C合成 が 約 5 倍増 加 し て い た o ま た こ の 細 胞
を E GBG存 在 下 で 培 養 を 行 っ た 時､ 細 胞 ラ イ ゼ - ト の SA MDC 消性 は
FM3A細胞 ラ イ ゼ - トの 320 倍に 相 当す る 38 60pm ol･ min - 1 ･ mg
pr otein
- l に ま で 増 加 し ､ こ れ は 今 ま で 報 告さ れ た SAMD C滴性の 申
で 最 も 高 い 傭 を 示 す も の で あ っ た ｡ し か し ､ O DC過剰 産生細 胞 の よ
うな 非常 に 大量 の 酵 素黄 白を発現 す る 細胞 は 得 る 事 が 出来な か っ た ｡
こ の 事 か ら ､ 紳胞 内 の ス ペ ル ミ ジ ン 及 び ス ペ ル ミ ン量 は非 常 に 厳密
に 制 御 さ れ て い る 事 が 予 想さ れた ｡ 最近､ 培養細 胞 へ の SAMDC 遺 伝
子◆の 導入 も 試 み ら れ た が (Sha ntz et aJ. , 19g2)､ ポリ ア ミ ン 欠乏
時 に はプ ラ ス ミ ド由来 の SAMD C の発現 が 阻害 さ れ る な ど問題 点 も多
く ､ 大 量 発 現 に は 至 っ て い な い o 一 方 OD C の場 合､ 最 大 の も の は全
細 胞質草 白 の 約 3 - 6 % に も達す る ほ ど たく さ ん の OD C塞 が存 在 す
る 酵素過 剰 産生細 胞 が得 ら れ て い る (Ka 爪eji et al. , 1993). 大量
の OD Cを 産 生 で き る 細 胞 が 得 ら れ た の は ､ ① プ ト レ ッ シ ン は ポ リ
ア ミ ン と し て の 作 用 が 弱く (五 十 嵐 ､ 1993)､ 従 っ て 大量に 蓄積 し て
も毒 性が 比較 的 小 さ い 事 ､ ② 過 剰真の プ ト レ ッ シ ン は細 胞外 へ 排 出
で き る の に 対 し て ､ ス ペ ル ミ ジ ン ､ ス ペ ル ミ ン を 排 出 で き な い 事
(Ka m eji et aJ. , 19 93) な ど の 理 由 が 考 え ら れ た Q
〆 1
SAM- 1 細胞 は EGBGに対 し て 25 0倍 の 耐 性 を 示 したが ､ SAMDC 量
は 5 倍 し か 増 加 し な か っ た ｡ ま た､ EGB G の細胞 内 へ の 取 り 込 み 描
性 は FM 3A細 胞 と ほ ぼ 同 じ レ ベ ル で あ っ た に も か か わ ら ず､ ID5 0 の
EGB Gを投 与 し た 時の 細 胞内 EGB G量 の 蓄 積 は ､ FM3 Å細胞 と 大 差 な
か っ た (TableII- 1)｡ 従 っ て ､ SAM- 1 は S 細D C発現 の 増加だ け で な
く ､ EGB G の細 胞 外 へ の 排出描 性 も増 加 し た 変異細 胞で あ る 事が 予 想
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さ れ た ｡ そ こ で ､ 多 剤耐 性 を 獲得 し た細 胞 に 多く 発現 し て い る 膜結
合の P- 糖蛋 白質 (Ro nin s o net aJ. , 198 6) に よ る 排 出の 可 能性 を
考え ､ SAM- 1 細 胞 の ア ド リ ア マ イ シ ン耐 性 を 調 べ た と こ ろ ､ 両 細 胞
と も ID5 0 は 約 5 nM で差 は 見 られ な か っ た ( デー タ 一 束掲載)｡
こ れ よ り ､ EGBG特異 的な 排 出 糸摘性 の 増 加が 予 想さ れ た ｡
SAM- 1 細胞 の SAMD C過剰 発 現が ど の 段 階で 起 こ つ て い る の か を
DNA､ RNA及 び 蛋 白 レ ベ ル で そ れ ぞ れ 調 べ た と こ ろ ､ 遺伝 子 増幅 は 起
こ つ て い な か っ た に も か か わ ら ず (F ig. ⅠⅠ - 3)､ S AHDCmRNA の転写
塞 は約 5 倍 に増 加 し て い た (F ig , I ト6). また SAMDCcDNA の塩基
配列 に つ い て は ､ 調 べ た 限 りで は変異 は 全く 認 め ら れ ず (Fig. Ⅰト9)､
更 に プラ イ マ ー 伸長法 で 得 ら れ た 逆転写 産物 の 分 析結 果よ り ､ 5
'
-
uT R の長 さ の 異 な る mRNA も 存在 し て い な か っ た 事 (F ig . Ⅰト10) か
ら ､ SAM- 1 細 胞 の SAHD C遺伝 子 上 の 変 異 は 転写 プ ロ モ ー タ ー 上 流 の
ェ ン ハ ン サ ー 領域 で 生 じ て い る 可 能性 が 強く 示 唆 さ れ た ｡ ま た ､ 両
紳 胞 に お い て E GB Gに よ り SA MD CmRNAと SA MDC 蛋 白 の 安定化 が 見
ら れ た . mRNAの 安定 化 は FM3 A細胞 の 方 が 大 きく (F ig . Ⅰト5A)､ こ
れ は ス ペ ル ミ ン 含量 の 低 下 (Tab le I ト 1) と 関 係 が ある の で は な い
か と 思 わ れ た ｡ こ れ に 対 し ､ 黄 白 の 安 定化 は ス ペ ル ミ ジ ン や ス ペ ル
ミ ン 含 量 の 低 下 だ けで は 説明 が 難 し く ､ SAM DC 蛋 白 と EGBGが 結合
し て 不 治性 型酵 素 と し て 細胞内 で 安 定 に 存 在 し て い る 事 が 主 な 原因
で は な い か と 考 え ら れ た ｡
こ の SAM- 1 細 胞 は EGBG存 在 下 で 培 養 し た 時 に 最 も 多く の ､
sAMD C蛋 白 を 含 ん で お り ､ こ れ よ り得 ら れ る 細胞 ラ イ ゼ - ト を透 析
す る と 酵 素消 性 が 回復 す る 事 か ら ､ 晴性型 SA HD C黄 白 の 大量精製 を
行 う 時 の 有 用 性 が 高 い ｡ ま た SA MD C の発 現制 御 を 中心 と し た ポリ ア
ミ ン の 作 用 を調 べ る の に も 有効 で あ る と 考 え ら れ る の で ､ SA M- 1 細
胞 が 今 後､ ポ リ ア ミ ン の 生理 的役割 の 解 明 に 大き な 役割 を 果 た す の
で は な い か と 期待さ れ る ｡
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ⅠⅠⅠ ポ リ ア 三三 ン 古こ よ る ポ リ ア 三ミ ニノ
生 食 成 徳 速 酵 素 の 翻 訳 L/ ぺ )レ
‾
ご
- の 調 節
5
'
一 考臣 番封 訳 領 域 の 効 二果
細胞内 の ポ リ ア ミ ン 含 量 は 非常 に 厳 密に 制 御 さ れ て お り ､ こ れ は
主 に ODC と SAM DC の 二 つ の 生 合 成律 遁辞素 の 発現 を介 し て 行 わ れ
て い る (Tabo r a nd Tabo r, 1984; Pegg, 1986)｡ すな わ ち ､ こ れ ら
生 合成律 遁 辞素 は 低洩度 ポ リ ア ミ ン で 発現塞 が 多 く な り ､ 逆 に 高洩
度下 で は 減 少 す る (Heby a nd Pe r s s o n, 1990) が ､ そ の 機構 の ひ と
つ と し て 翻 訳 レ ベ ル で の 調節 が示 唆 さ れ て き た . し か し ､ 酵 素阻 害
剤や ポ リ ア ミ ン投 与 に よ る 細胞 内ポ リ ア ミ ン 含量 の 調 節 は厳 密に 行
う 事 が難 し い ､ 非 常 に 時 間 を要 す る 事 か ら細 胞内 の 状 態が 一 定に 保
たれ な い ､ 阻害剤 が 酵 素 蛋 白を安 定 化す る な ど の 理 由 に よ り ､ 得 ら
れ た結 果が 実際 の 現象 を 反 映 し て い
■
る か ど う か を 判 断す る 事 は困 難
で あ る ｡ 従 っ て ､ 翻訳 レ ベ ル で の 調 節 の 機 構を 解明 す る た め の 研 究
は ､ 主 に 無 細 胞系 で 行 わ れ て い る ｡
ポリ ア ミ ン が OD C及 び SAHDC の翻訳 レ ベ ル で の 調節 に 直接関 わ
っ て い る 事 は､ 高洩度 ポ リ ア ミ ン に よ り翻 訳 の 阻害 が 起 こ る 事 が ウ
サ ギ 網状 赤 血 球 の 無 細胞 系 で 初め て 示 さ れ た (Ka m eji a nd Pegg,
1987)｡ そ の 後 OD Cに つ い て は ､ そ の mRNA の G Cに 富 ん だ 長 い
■ヽ
5
'
- 非 翻訳 領域 (5
'
- UT R) が ポリ ア ミ ン に よ る 翻訳 調節 ､ 即 ち 低 過 度
ス ペ ル ミ ジ ン に よ る 促進 と 高洩度 ス ペ ル ミ ジ ン に よ る 抑 制の 程 度 を
増加 さ せ る 事 が 報 告さ れ た (Ito et al. ,1990; Ka sh iw agi et 8j. ,
19 91a). 一 方 SA MDCに つ い て は ､ 完 全 長 の cD由A が 得 ら れ て い な か
っ た 事 か ら 調 べ ら れ て い な か っ た ｡ 最近 に な り ､ ラ ッ ト及 び ヒ トの
SAMD C遺 伝 子 が 単 離さ れ た (Pulkka et aノ. , 199 1; Ma ric et 8J. ,
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1992)｡ こ れ よ り SAMD CmRNA の 5, - UT Rが 約 320塩基 と 非 常に 長
い 事 が 判 明 し ､ こ の 領 域 が O D Cと 同 様 ､ sAMD Cの 翻 訳 レ ベ ル で の 発
現調 節に 関 わ っ て い る 事 が 予 想 さ れ た o そ こ で ､ SA MDCmR阿A 量の 多
い マ ウ ス FM3A細胞 の 変 異 株 s 朋卜1 から 得 ら れ た poly(A)＋ RNAを
用 い ､ ウ サ ギ 網 状 赤血 球 の 無 細胞系 で S AMD C合成 が ポ リ ア ミ ン に よ
り 調 節さ れ る 事 を 確 か め ､ 次 に 様 々 の 長 さ の 5, - UT Rを持 つ SAMD C
mRNAを 作製 し ､ こ れ ら mRNA の 翻 訳 に 対 す る ポ リ ア ミ ン の 効果 が 変
化 す る か 検討を 行 っ た ｡
一 方､ こ れ ま で に 報 告 さ れ た o D C の翻 訳 レ ベ ル で の 制 御 に関す る
結果 は ､ す べ て OD Cの 翻訳 領 域 も含 む mR NAを用 い て お り ､ 5, -
UTR の 存 在 だ け で 充分で あ る と い う 証拠 はな い o そ こ で ポ ,) ア ミ ン
に よ る 翻 訳調 節が 5' - UT Rに 起因 す る も の で あ る か どう か を再 検討
す る た め に ､ OD CmRNAの 5
･
- UT Rを SAMD C､ ア ク チ ン ､ チ ミ ジ ン キ
ナ ー ゼ (TR) の 翻訳 領域 に つ な い だ キ メ ラ mRN Aを作 賀 し て 翻訳 を
行 い ､ ODCmRNA を用 い た 時 と 同 様 な 翻訳 折節 効果 が 得 ら れ る か ど う
か を 調 べ た ｡
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ⅡⅠ - 1 実験 材料
1) 艶.級
ウ サ ギ (日 本白色種 ､ オ ス) は 体 重 2 kg 前後 の も の を 高杉 実験
動 物よ り 購 入 し ､ 恒温 室 で 固形 飼 料 (オ リ エ ンタ ル RC4) と 水 を 売
分 に 与 え て 飼 育し た も の を 実験 に 用 い た ｡
2) 鼠座
ウ サ ギ 抗 ラ ッ ト SAHD C抗血 清 (Sh ir ahata et aノ. , 1985) は ､ 白
幡 晶 博 士 ( 城西大学) の 御 好 意 に よ り 供 与 し て 頂 い た も の を 使用 し
た ｡
3)!辺地
ヒ ト SA MDCCD NA(pS AMhl)(Paju n en et aj. ,1988) は ､ Dr . 0 .A.
Ja n n e(Univ e r sity of Helsinki) 及 び Dr . A.E. Peg 首(Pe n n syl-
v a nia State Univer sity) の 御好 意 に よ り 供与 し て 頂 い た も の を 使
用 し た . ニ ワ ト リ ア ク チ ン cDNA (pB R322- a ctin) (Cle v ela nd et
al ‥ 1980) は ､ 大 谷 周 道教 授 (大 阪 市 立 大 学 医学部)の 御 好意 に よ
り 供与 し て 頂 い た も の を 使用 した ｡
4) 試 薬
【3 5s]メ チ オ ニ ン(3 7 T Bq/m m ol) 及 び ､ [3ri]UT P(1. ll TBq/m m ol)
■ヽ
は AR C社よ り 購 入 し た ｡ SP6プ ロ モ ー タ ー を マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ
イ トの 上 流 に 含む pSP64ベ ク タ ー は Am ersham 社 よ り 購 入 し た o
DNa s eI (R Na s efr e e) は GIB CO- BR L社 よ り ､ S P6 RN Aポ リ メ ラ ー
ゼ は宝 酒 造 よ り購 入 した ｡ 制 限 酵 素 csp4 5Ⅰは Pr o mega 社よ り ､ そ
の 他の 制 限 酵 素､ D NAリ ガ - ゼ 及 び RNa s･e イ ン ヒ ビ タ ー は 東洋紡 よ
り 購入 し た o マ イ ク ロ コ ツ カ ル ヌ ク レ ア - ゼ 及 び へ ミ ン は S i帥 a 社
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よ り ､ キ ャ ッ プ ア ナ ロ グ m7Gp p pG は NE B社 よ り ､ ヌ ク レオ チ ド 3
リ ン酸 は ヤ マ サ 醤 油よ り 購 入 し た ｡ そ の ほ か の 試 薬 は ナ カ ラ イ テ ス
ク 社よ り購 入 し た ｡
ⅡⅠ - 2 実験方法
1) S P6__プ ロ モ
ー タ ー を 含 む プ ラ ス ミ ド DNAの ぴ プ ラ ス ミ ド
担遡L 壁上乱数
24 6塩基 の 5
'
- U TRと S AMD C の翻 訳領 域を 含 む プ ラ ス ミ ド
pSAH DC24 6 の作 製 は pS AMh lよ り 次 の よ う に し て 行 っ た ｡ pSAMbl の
- 23 1( 開始コ ド ン で あ る A UGの 上 流 23 1の 部分) に 22塩 基 の オ
リ ゴ デオ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 5 ' - CTGT AT CT GCA GCTA T
L
TT 〔AA- 〕
'
を 用 い
て ､ Ku nkel ら (1987) の 方 法 に 従 い 点 突然 変異 を起 こ さ せ PsiI サ
イ トを 作 っ た ｡ こ れ を制 限酵 素 Ps tI - Ba mHI で 消 化 し て 得 ら れ た
1. 9 kb のフ ラ グ メ ン ト を pSP 64 のマ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サイ ト に 挿
入 し た ｡ pS AMDC49 は 24 塩基 の オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 5
'
-
TT GÅTTT TCT GCAGT TqTTG T G- 3
'
を 用 い て 点 薬然変 異を 起 こ さ せ ､
pS AM hlの - 34 に Ps tI サ イ トを 作 り ､ 1.7kb の Ps fI - BamHI フ ラ
グ メ ン トを pSP 64 のマ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ ト に挿 入 し て 作製 し た .
完 全 長 の 5
'
- UT Rを含 む pS AMDC3 46 は PCR によ り マ ウ ス SAFDC
cD NAの 5
'
- UT Rを増幅 し ､ pS AHhl の 翻訳領 域 と つ な ぐ事に よ り 作
製 し た ｡ す な わ ち ､ 転写 開始 部位 の 上 流 に Ps tI サ イ ト を入 れ たプ
ラ イ マ ー 5
'
- AACTG CAGCT TA CAC AG TAT GGCC GGC GACAT VA- 3
'
､ 及 び開 始 コ
ド ン の 下 流 5 34- 5 58 に相補 な プ ラ イ マ ー 5
'
- G GTC AAG CT CACTCAT C-
AAGA ATT- 3
'
を 用 い て P C R増 幅 し て 得 ら れ た 0.8 k b の フラ グ メ ン
ト を 制限 酵 素 PstI 及 び csp4 5Ⅰで 消化 し て 0. 34 kb のフ ラ グ メ ン
ー 40 -
トを 単離 し ､ こ れ を pS AMDC2 46を PstI - Cs p45 Ⅰ で消 化 し て 得 ら
れ た 大 き い 方 の フ ラ グ メ ン ト (4.7 kb) とつ な い だ ｡
3 種頼 の 5
'
- UT Rと 4 種頼 の 翻 訳領域 を 組 み合 わせ た キ メ ラ
mRNA の 鋳 型 と な る プ ラ ス ミ ド ( 計 10種 鯖) は以 下 に 示 す よ う に ､
psp64ま た は pS P65を ベ ク タ ー と し た プ ラ ス ミ ドの cDN A領 域の 翻
訳開始 コ ド ン の 上 流 (- 9 ま た は - 10) に 制限 酵 素 サ イ ト XhoI を 導
入 し､ 翻訳 領域 を 含む D NA断片 を 組 み 替 え る 事 に よ り 作 製し た ｡
23塩 基の オ リ ゴ デ オ キ シ ヌ ク レ オ チ ド 5
'
- CCTGT AA GCAC CTCGAG AA C-
cAT- 3
'
を 用 い て pOD C 18 8(Ito et aj. ,199 0) の - 10 に ､ また24
塩基 の オ リ ゴデ オ キ シ ヌ ク レオ チ ド 5
'
- T CG CT AGT CTCG AGGTGATGGA -
G- 3
'
を用 い て pSA MDC24 6の - 9 に ､ 点 突然変 異 を 起 こ さ せ )
'
hoI
サイ ト を 含 む プラ ス ミ ド pOD C 188- j
′
hoI 及 び pSAMD C246- )
rhoI を 作
製 し た . - 9 に XhoI サ イ ト を 含 む ア ク チ ン cDN APACT- l
r
hoI は､
pB R32 2- a ctin よ り 得 ら れ た 1.8 kb の Dj
'
ndlⅢ フ ラ グ メ ン トを
psp64 の マ ル チ ク ロ ー ニ ン グサ イ ト に 挿入 した 後 ､ 制 限酵素 〝c oト
Ba mH I で消 化し ､ 得 ら れ た 1. 8 kb のフ ラ グ メ ン トと pSP64､ 及 び
5
'
末 端 を リ ン 酸 化 し た 二 重鎖 の オ リ ゴ マ -
5
'
- AG CT TAC ACCT CGAG CC- 3
'
3
'
- AT GTGG AG CTCG GGT AC- 5
'
を つ な ぐ事 に よ り 作製 し た ｡ - 9 に Jf
'
hoI サ イ トを 含 む チ ミ ジ ン キ ナ
ー ゼ cD NAPT K- X hoI は､ pSP 64TK(Ito a nd lga r a shi, 19gO) を制
限 酵 素 Dc oT 22I- BahFI で消化 し て 得 ら れ た 1.3 kb のフ ラ グ メ ン ト
と pSP 64､ 及 び 5
'
末端 を リ ン 酸 化 し た 二 重 鏡の オ リ ゴ マ ふ
5
'
- A GCTTG CT CGAG GC AATGA GCTG CA- 3
'
3' - ACGAG CT CCG TT ACT CG- 5
'
を つ な ぐ事 に よ り作 製 し た . 以 上 の よ う に し て 作 製 し た l
'hoI サ イ
･ト を含 む 4 種類 の プ ラ ス ミ ドを制 限 辞素 Xhoト Ba mtu で消化 し ､ 大
フ ラ グ メ ン ト (ベ ク タ ー を 含む) と 小 フ ラ グ メ ン ト (cDN Aの 翻 訳 領
域 を 含 む) を組 み 替 え る 事 に よ り ､ OD C 5
'
- UT Rを含 む プ ラ ス ミ ド
ー 4 1-
pO SAMDC 187､ pOA CT 187､ pOT R187 及 び SA MD C 5
'
- UTRを 含 む プ ラ ス
ミ ド pSOD C24 7､ pSACT 24 6､ pSTK 24 6を 作製 し た . ま た ､ 上 記 の 小 フ
ラ グ メ ン ト を 制 限 酵 素 ∫8Jト Ba n日Ⅰ で 消化 し た pSP64に 挿入 す る 事
に よ り ､ ベ ク タ ー 由 来の 短 い 5' - UTR を 含 む mRN Aの 鋳型 と な る プ
ラ ス ミ ド psh ODC3 1､ psh SAMDC30､ psh ACT3 0､ pshTK3 0を 作製 し た ｡
な お ､ 上 記 で 用 い た す ベ て の プ ラ イ マ ー は Cyclo n ePlu sDN A
Synthe siz e r(Mi lliGe n e/B io s e ar ch) で 作製 し た . サ ブ ク ロ ー ニ ン
グの 為 に 用 い た ラ イ ゲ - シ ョ ン な ど の 方法 及 び プ ラ ス ミ ドD NA の 調
製 方法 は Sa mbr o ok (198 9) ら の 成書 に従 っ て 行 っ た ｡ ま た ､ 作製 し
た プ ラ ス ミ ド D NAの 塩 基 配 列 は ､ ジ デオ キ シ 法 (Ba nge r et aJ. ,
19 7) に よ り確認 し た .
2) Pot A ＋RNAの
マ ウ ス F M3A細 胞 の S ÅMDC過 剰産生 細 胞 (SA M- 1) よ り Cathala
ら (1g 83) の 方法 に 従 い 全 RNA を 調製 し た ｡ 得 ら れ た 全 RNAを
Avivと Lede r(1972) の 方法 に従 っ て oligo(dT)- セ ル ロ ー ス カ ラ ム
(Pha r m a cia - LEB) を 用 い ､ poly(A)＋ RNAを調製 し た ｡ 20〟M の
EGBG 存 在下 で 培 養 し た対 数増 殖期 にあ る 2×108 偶の 紳胞 か ら ､
80〟g の poly(A_)
＋ RNAが 得 ら れ た .
3) 土 地
調製
1) で 調 製 し たプ ラ ス ミ ド DNAを 制 限 酵素 BaDH工 で 消化 し て 直鎖
状 と し た も の を 鋳型 と し ､ Melto n ら (1g 84) の 方法 を 改良 し た
pelletie r と So rl e nbe rg (1985) の 方法 に 従 っ て 次 の よ う に 調製 し
た ｡ 4 0mM Tris - H Cl(p日 7.5), 6 mH MgC12 , 2 mM スペ ル ミ ジ ン ,
100JLg/ml BS A, 10mM DTT, 1u/JJI R N･a s eイ ン ヒ ビタ ー , 250iLM
AT P, CTP, UT P, 50iLM GTP及 び 5 00iLM m7Gp p pG を 含 む 反 応 液
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10 0〟 1 申 に ､ 5〟g の 鋳 型 DN Aと 40u nits の SP6 附Aポ リ メ ラ
- ゼ と 11 1 kBq の 【3日】 UTPを 加 え ､ 4 0 oC で 1 時間 の イ ン キ エ ペ
I - シ ョ ンを 行 っ た o さ ら に 20units の ポ リ メ ラ - ゼ を加 え て4 0oC
で 1 時 間の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を行 っ た 後､ 10u nits の DNa s eI
(RNa s efr e e) を 加 え 3 7 QC で 15 分 の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン に よ り 鋳
型 D NAを 分解 し た o 等量 の フ ェ ノ ー ル / ク ロ ロ ホ ル ム /イ ソ ア ミ ル
ア ル コ ー ル (25:24:1) で 2 回抽 出 を 行 い ､ 得 ら れ た 水 屑 に100iLl
の 4 M酢 酸 ア ン モ ニ ウ ム (pH5.4) と 50 0〟 1 のユ タ ノ - ル を 加 え
て 兄N A を 沈澱 と し て 得 た . RNA の生成量 は 【3H] U TPの R NAへ の
取 り 込 み 豊 か ら 見積 も っ た ｡ こ の 反 応 に よ り 通常 10- 15〟g の
c ap ped RN Aが 合成 さ れ た ｡ 適 当量 の 滅菌 蒸 留水 に 溶解 し た後 ､ 無細
胞 系 で の 黄 白合成 に 用 い た ｡
r abbitr etic ulo cyte ly s ate: 氏.良. L.4) ウサ ギ 網 状赤血 球亨
吐乳製
R.氏 .L. は Pelha m と Ja cks o n(197 6) の 方法 に若 干 の 改 良 を加
え 以 下 の よ う に 調製 し た o ウ サ ギ (2 kg) に 1. 25完 β - ア セ テ ル フ
ユ ニ ル ヒ ドラ ジ ン の 生 理 食 塩水 溶液 を 0.9 ml/kg の 割 合 で 5 日 間
毎日 ､ 脇 腹 に 皮下 注射 し た ｡ 2 日 間 お い て 8 日 目 か ら 13 日 目 ま で
毎日 ､ 耳 静 脈よ り 約 50ml を750u Dits の ヘ パ リ ンを 含 む試 験管 に
採血 し た ｡ 遠 心 に よ り 血 し ょ う と 白 血 球 を 除 い た 後､ 赤 血 球 画 分を
生 理 食塩 水 で 洗浄 し ､ 等 容 の 水 で 溶 血 さ せ 15,000× g, 4:C で 20
分 間遠心 し た ｡ 得 ら れ た 上 清 に へ ミ ン (2 mM, エ チ レ ン グリ コ ー ル
溶液) を 25iLH に な る よ う に 加 え ､ - 8 0 oC に 保 存 し た o
ヌ ク レ ア - ゼ 処理 は R.a. L. を 100m凹 K C l, 1 mM CaC 12 , 0. 5
mM Mg(CH3COO)2ノ 10mM ホ ス ホ ク レ ア チ ン 存 在 下 で ､ マ イ ク ロ コ ツ カ
ル ヌ ク レ ア - ゼ を 1. 6 u ni ts/ml の割合 で 加 え 20 oC で 15 分間の
イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 事 で 行 っ た . 反 応 は EG TAを 2 mM とな る
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よ う に 加 え 停止 さ せ た ｡
ヌ ク レ ア - ゼ 処 理 し た R .氏. L. は Ohnish i ら (1985) の 方法 に 従
っ て ゲ ル ろ 過 (Sephade xG - 25M, Pharmacia - LKB) を 2 回 線り 返 し
て 行 う事 に よ り ポ リ ア ミ ン を 含 む 低 分子 を 除 き ､ こ れ を 実験 に用 い
た ｡ ゲ ル ろ 過後 の R. 良. L. の ポ リ ア ミ ン 含 量 を測 定 し たと こ ろ
(Iga r a sh ief ∂ノ. , 19 86)､ ス ペ ル ミ ジ ン ､ ス ペ ル ミ ン含 量 は そ れ ぞ
れ 1 0 〟M 以 下 で あ っ た ｡
5) 敵組塵_鼻 血 畳一旦翼二盆盛
無細胞系 で の 蛋 白質 合成 は Ito ら (1990) の 方法 に 従 っ て ､ 次 の
よ う に 行 っ た ｡ 20 mM HE PES- EOH(pH 7.6), 100 mM KC l, 2.2 mH
Mg(C H3COO)2 , 2 mM D TT, 1.5 mH AT P, 0. 3 州 GTP, 8 mH ホ ス ホ ク
レ ア チ ン , 3〟g ク レ ア チ ン キ ナ - ゼ , 各 30LLM の 19 ア ミ ノ 酸
(メ チ オ ニ ン を含 ま な い), 5〟M [3 5s]メ チ オ ニ ン (3. 7 HBq,
poly(A)＋ RN Aを 鋳型 と し た 時 は 26 MBq), 0. 5iLg mRNA, 9j11 の
良.氏. L. を 含 む 2 0〃1 の反 応 溶液 中 に 指示 し た 洩 度の ポ リ ア ミ ンを
加 え ､ 3 3oC で 20分 間イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン す る 事 に よ り 行 っ た ｡ 反
応 は 水冷 し た 5 mM メチ オ ニ ン を 30〟1 を 加 え 停止 さ せ た 0 [3 5s】
で ラ ベ ル さ れ た
.
SAMD C黄 白質 は ､ La e m ml i(197 0) の 方法 に 従 い
SO S- PAG E(12ro ア ク リ ル ア ミ ド) で 分離 後､ ゲ ル を E NLIGHTN IN G
(Du Fo nt- M EN) に 浸 し ､ 乾燥 後 フ ル オ ロ グ ラ フ イ - を行 う 事 に よ り
検 出 し た ｡ Poly(A)＋ RNAを鋳 型 と し た時 に は 5J11 を 3MM.
一
波紙 に 吹
き 付 け ､ 5 %ト リ タ ロ ロ 酢 酸申 で 加 熱 し た 後 ､ 酸 不 溶性 の 放射 能を
液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ ー で 測定 し､ こ れ を 全 mR村A の 蛋 白
質 合成 量 と し た ｡ 残り の 45〟 1 は ､ 抗 S AM DC抗 体 を 用 い た免 疫沈
降 (Ka m eji a nd Peg g, 1987) に よ り 合成 さ れ た S 細DC蛋 白 を 分 離
し ､ 上 記 の 方法 に 従 っ て 検 出 し た ｡
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6) 盆盈旦_払旦_盈且!a星墓地
合成 さ れ た蛋 白の 放射描 性 は､ 相 当す る バ ン ド を ゲ ル か ら 切 り 取
り 過酸 化水 素水 を 加 え て 加 熱 した後 ､ トル エ ン ー ト ラ イ ト ン系 シ ン テ
レ - タ - を 加 え て 液 体 シ ン チ レ ー シ ョ ン カ ウ ン タ - で 測定 ､ ま た は
乾燥 し た ゲ ル の 放射 消性 を イ メ ー ジ ン グ ア ナ ラ イ ザ ー BAS20 00( 富
士 写 真 フ イ ル ム) を 用 い て 直接 測定 し た ｡ 合成 蛋 白 の 定量 は ､ 【3 5s】
メ チ オ ニ ン の 比 描性 ､ 及 び 茸 白 一 分 子 あ た り の メ チ オ ニ ン の 敷 か ら
算 出 した ｡
7) 岨担旦_ 幽 魂鮎む垂遡
計 算
様 々 の mRNA の 5
'
- UT R の最 も安 定 な 二 次 構造 形成 の コ ン ピ ュ ー
タ ー に よ る 予 測 と そ れ に 伴 う △ G の 減少億 は ､ Sals e r(1977) ま
た は Zuker と St iegle r (19 81) の 方 法 に 従 っ た ｡
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III- 3 結 果
1) ＋ RN A 型 と し た と き の SAMD C合 成 に 対 す る ポー_
T』._ヱ_ミ
之 旦艶畏
ま ず 天 然 の SAMD CmRN Aの 翻 訳 に 及 ぼ す ポ リ ア ミ ン の 効果 を調 べ
よ う と 思 い ､ SAMDC過 剰 産生 紳 胞 (SAM- 1) よ り 調製 し た Poly(A)＋
RNA を 鋳型 と し て 黄 白合 成 を 行 い ､ 抗 SA MDC抗 体 を 用 い て 免 疫沈 降
を 行 っ た . Fig. H ト1Aに 示 さ れ る よ う に ､ 免 疫 沈 降物 中に は 酵素前
駆体 (3 8 kDa) と滴 性型 SAMD C(3 1 kDa) に 相 当 す る の ふ た つq)主
な バ ン ドが 見ら れ た (arr ow he ads)｡ ま た ､ 描 性 型 SA MD Cは ス ペ ル
ミ ン 存在 下 よ り も ス ペ ル ミ ジ ン存 在 下 の 方 が 多 く 見 ら れ た o SAMI)C
合 成 は 0.2 - 0.4 mM スペ ル ミ ジ ン ､ 及 び 0. 06- 0. 12 mM を ス ペ ル
ミ ン で 著 しく 促 進さ れ ､ そ れ 以 上 の 洩度 で は 急激 に 減 少 し て い た｡
こ れ ら 2 本 の バ ン ドを イ メ ー ジ ン グア ナ ラ イ ザ ー で 定 量 し た と こ ろ
(Fig . nI- 1B)､ ポ リ ア ミ ン を 添 加 し て い な い と き と 比べ て 0. 2 州 ス
ペ ル ミ ジ ン で は 124倍 に ､ 0 .06mM ス ペ ル ミ ン で は 78倍 に そ れ ぞ
れ 増加 し て い た ｡ こ の 時 の 全 蛋 白合 成 量 を [3 5s】メ チ オ ニ ン の 酸不
溶性 画 分 へ の 取 り 込 み で 調 べ た と こ ろ (Fig. HI- 2 A)､ 低洩度 ポリ ア
ミ ン で の 全 蛋 白合成 の 促 進 は SA MDC合成 の 促進 よ り も 小 さ く ､ ま た
高波 度 の ポリ ア ミ ン に よ る 阻害 は ス ペ ル ミ ン で の み 見 ら れ る な ど､
sA MD C合 成 と は か な り 異 な る 結果 が 得 ら れ た ｡ さ ら に ､ ポ リ ア ミ ン
を添 加 し て い な い と き の 値 を 1 と し て SAM DC/食 費 白合 成の 比 を プ
ロ ッ ト し ポ リ ア ミ ン 依存 性 を比 較 し た と こ ろ(Fig . Ⅲト2B)､ SAMDC は
低 洩度 ポ リ ア ミ ン 存在 下 で 選択 的 に 合成 さ れ ､ 高 洩度 に な る に つ れ
1 に近 づ く 事 が分 か っ た ｡
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Fig･ Ⅲ - 1･ Effect ofpolya 血in e s o npoly(A)＋ RNA dir e cted SAHDCsyn-
the sis ･ A･ Flu o r ogr aph of SAMDCsynthe sis. Radio a ctivity in e a ch
la ne u s ed fo rthe im m u n opr ecipitatio nis sho w nin Fig.Il- 2A. Uppe r
a nd lo w e r a r r o whe ads indic ate pr o e n zym e of SAMDCa nd m atu r eSAMDC,
r e spe ctiv ely. B. The ･a m o u nt of SAMDCsynthesized w a s m e a s u r ed with
a Fuji lm aging An alyz e rB AS 2000, arid SAMDCsynthe sis in the abs e n c e
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Fig. Ⅲ - 2. Effe ct of polyamin e s o npoly(A)＋ RNA dir e cted pr otein syn-
the sis (A) and o nthe r atio of SAHDC/total pr otein synthe sis (B). △ ,
spe rmin e(SPM); ○ , spe r midin e(SPD). The ratio of SAHDC/total pr o-
tein synthe sis in the abs enc e of polya min e s w a s r ega rded a s1.
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2) 鼻息 拠 岨__Q)翻訳 に 対 す る ポ リ ア
ミ ン の
次 に ､ ポ リ ア ミ ン に よ る S AMDCmRNA翻 訳 の 調 節 に 5' - UT Rの ど
の 部分 が 必 要 で あ る か を 調 べ る た め に ､ 異な る 長 さ の 5
'
- UT Rを 持
つ SAMD CmRN Aを jD Vjir o で 合成 し ､ こ れ を 鋳 型 と し て 翻訳 を 行
つ た ｡ 本実 験で 用 い た 3 種の SAMD CmR NA の 5' - UTR の塩基 配列 ､
二 次構造 形 成 に伴 う A G 値 ､ 及 び GC含量 の 高 い 領域 を Fig.ⅠⅠト3
に 示 す ｡ mS 州DC346 は 完全 長 の 5' - UT R を 含 み ､ mSAMD C246は比 較
的 GC に 富 ん だ上 流 の 10 0塩基 を ､ mSA阿DC4 9 は 上 流の 約 300､ 塩 基
を 除 い た も の で あ る ｡
様 々 の 襟 度 の ス ペ ル ミ ジ ン 存在 下 で SA MD CmRN Aを鋳型 と し て 翻
訳 を 行 っ た フ ル オ ロ グ ラ フ イ - の 結 果 を Fig. IrI- 4A に 示 し た . 加 え
た mRNA依 存 的 に酵 素前 駆体 (3 8 kDa) と 浦 性型 SAMD C(3 1 kDa)
の 2 本 の バ ン ドが 認 め ら れ た o Tab le IⅢ- 1､ Fig. ⅠⅠト48 に ス ペ ル ミ
ジ ン よ る 促 進 ､ 及 び 阻害 の 程度 を そ れ ぞ れ 比 較 し た結 果 を示 した .
0･2 mM ス ペ ル ミ ジ ン に よ る 促 進の 程 度 は mSAHD C346> mSAMD C246>
mSAM DC4 9の 順 で あ り ､ ま た mSAMD C34 6だ け が 1 mM ス ペ ル ミ ジ ン
で 0 ･2 mM の 合成 量 の 24 % に 減少 す る な ど 天 然 の S AMDCmRNA翻
訳の 高 溝度 ス ペ ル ミ ジ ン に よ る 阻害 (F ig . Ⅲ - 1B) に 似 たパ タ ー ン を
示 し た ｡ さ ら に ､ 各 ス ペ ル ミ ジ ン 洩度 に お け る nSAMD C49に 対 す る
mSAMD C346及 び mS AMD C2 46の 翻 訳 真 の 比 を と る 事 に よ り ､ SAM DC合
成 の 阻 害 は mSAMDC34 6特異的 で あ る 事 が 明 か と な っ た (Fig .II卜4C).
3 種 の tnRN Aの 翻 訳 に対 す る ス ペ ル ミ ン の 効果 に つ い て も 同 様 に 調
べ た (Fig. ⅠⅡ - 5, Tab le Ⅲ - 1). mRN Aの 遠 い に よ る ､ 低洩 度 下 で の
翻 訳促進 と 高洩度 下 で の 翻 訳の 阻 害 の 差 は ス ペ ル ミ ジ ン と 同 様 で あ
つ た が ､ ス ペ ル ミ ジ ン と 比 べ 翻訳促 進 の 効果 は小 さ く ､ ま た 0. 12
mH を 超 え る と 急激 な 阻 害 が起 こ っ た た め ､ ス ペ ル ミ ジ ン の よ う に は
つ き り と 差 が 見 ら れ な か っ た ｡ ま た ､ ス ペ ル ミ ン に よ る 急激 な 合成
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M o u s eSAM D C
Cap- GCUICC^ IGロIUG GCCGGC
GCAG CGGACUÅCAAG ÅGACU
CUUUCGCUCÅCG AA 人UAGC
UAUli^ ^UU ^^GC ^^A A^
A U C G C 人GGCGGCA GAGC
GUUGGUUU CG CロムG UC C
mS A M D C 34 6
Cap- GA A地鎚迎迎些旦旦弘弘旦
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Table Ⅲ - 1. Degr ee of plyanLin e stim ulatio n ofSAMI)Csynthesisdir ected
by poly(A,)＋ RNAand synthetic SAMDCmRNAs with diffe rent size s of 5' -UTR.
Spe rmidin eSpe r nine SAMDCsynthe sis Degr e e ofpolya mine
mRNA stim ulatio n
mM Relativ e fm ol (-fold)
Activity
Poly(A)＋ RNA
mSAMDC49
mSAMDC246
mSAMDC346
mOS蛸DC187
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.06
0.06
0.06
0.06
1.0
77.9 77.9
124 124
2.98 ±0.33
14.9 ±2.56 5.0
25.5 ±4.62 B.6
2.13 士0.38
15.6 ±2.44 7.3
24.4 ±3.34 11.5
1.28 ±0.16
10.2 ±0.43 8.0
15.6 ±1.05 12.2
0.10 ±0.D1
2.5a ±0.30 25.8
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阻害 は 食 費 白合 成 で も 起 こ つ た事 (Fig . ⅠⅠト2A) か ら 判 断 す る と ､
mRNA の 5
'
- UTRに 依存 し た 翻 訳 調節､ 特 に 高鴻度 下 の 阻害 に つ い て
は ス ペ ル ミ ジ ン の 方 が 効 果が 大 き い 事 が 予 想 さ れ た . な お ､ jn
vjtr o で 作製 し た SA MD CmRNAを用 い た 時 の 低洩 度 ポ リ ア ミ ン に よ
る 翻 訳 の 促進 率 は ､ poly(A)＋ RN Aを 用 い た 時 に比 べ て 小 さ か っ た
が (Table IIト1)､ こ れ は poly(A)＋ RNAの 場 合､ 翻訳 開始因 子 の
SAMD CmRNAへ の 結合 が 他 の mRN Aへ の 結 合 と 競争 す る た め で は な い
か と 考 え ら れ た ｡
こ れ ら 実験 よ り ､ ポ リ ア ミ ン に よ る S AMD C の翻 訳 レ ベ ル で の 調節
に は 5
'
- UT Rの 上 流 100塩基が 関 わ っ て い る 事 が分 か っ た . 次 に ､
SA MD CnR村A の 5
'
- UT Rと 既 に報告 さ れ て い る OD CnlR NA の 5
'
- UT R
の どち ら が ポ リ ア ミ ン に よ る 翻訳調 節効果 が 大 き い か 興 味が 持 た れ
た の で ､ O D CmRNAの 5
'
- UTRを SAMDC mRN A の翻 訳領 域 に つ な い だ
キ メ ラ mRNA(mOSAMD C187) を 用 い て 翻訳 に及 ぼ す ス ペ ル ミ ジ ン の 効
果 に つ い て 調 べ た ｡ Tab le Ⅲ - 1 及 び F ig. Ⅲ - 6 に そ の 結 果 を示 すが ､
nO SA MDC 18 7は 0.2 mM ス ペ ル ミ ジ ン で は 2 5.8 倍 の 翻訳 促進 が 起 こ
り ､ 1 mM ス ペ ル ミ ジ ン で は 0. 2 nlM の合 成量 の 17 %に まで 減 少 し
た ｡ こ の 時 ､ 同 じ 5
'
- UT Rを 含む ODCmRNA(mOD C188) の 翻訳 も 行
つ た が ､ ス ペ ルミ ジ ン に よ る 翻訳促 進､ 阻害 の 効 果 は mOS 細DC187
と ほ ぼ 同 レ ベ ル で あ っ た ｡ こ れ よ り ､ 翻 訳調節 に お け る 5
'
- UT R の
効果 は SA MDCよ り も.OD C の方が 効 果 が 大 き い 事 が 示 さ れ た .
3) 星二旦_迦主 _芝_之 _ 辿 臥艶鼠塵
既 に 報告 さ れ た OD CmRNA(I to et 8J. , 1990; Ka sh iw agi ei aJ. ,
19 91a) と 今 回明 ら か に し た SAMdc mRNA のポ リ ア ミ ン によ る 翻 訳調
節効 果 は､ 5
'
- UT Rの 長 さ や 一 部 の 塩基 配 列 を 変 え た nRNAを 用 い て
得 ら れ た 結 果 で あ り ､ 5
'
- UTRと翻 訳領域 の 両 方 が 翻訳 調節 に 必要 で
あ る 可 能性 は 否 定 で き な い . そ こ で ､ SAMD C､ ア ク チ ン 及 び TRの
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Fig. Ⅲ -6. Effe ct of spe rtnidin e o nmOSAMDC187a nd mODC188岨RNA di-
r e cted pr otein synthe sis. A. Flu o r ogram of pr otein synthe sis in the
pr e s e n c e of v a rio u s co n ce ntr atio n s of spe r midin e(SpD). B. Inbibito-
ry effe ct of high spertnidin e c o n c e ntr atio n s. Protein synthe sis in
the pr e s e n c e of 0.2 m班 spe r midin e wa s rega rded a slOO% . 0 ,
nOSAHDC187; △ , mODC188.
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山RNA 翻 訳領 域の 上 流 に OD CmRN A の 5, - UT R(O DC 5, - UT R) を つ な
い だ キ メ ラ mRNAを 作製 し ス ペ ル ミ ジ ン に よ る 翻 訳調節 効果 を調 べ た ｡
コ ン ト ロ ー ル と し て ､ 翻訳 調節 に あ ま り 関 わ ら な か っ た AU に 富む
SAMDCmRNAの 約 246塩 基 の 5
'
- UT R(SA MD C 5' - UT R) を含む キ メ ラ
mRNAと ､ 転写 ベ ク タ ー 由 来 の 約 3 0塩基 の 5, - UTR(short 5, - UT R)
を含 む キ メ ラ mRNAも 作 製 し た o そ れ ぞ れ の 5, - UTR の塩基 配列 と
開始 コ ド ン ま で の 平均 の △ G (kc al/m ol) は､ F ig. ⅠⅠト7 に 示 し た .
合 計 12種 類 の mRNAの 翻 訳 を行 っ た フ ル オ ロ グ ラ フ イ ー の 結果
を F ig･ ⅠⅠト8 に ､ 放 射摘 惟 の 測 定 か ら算 出 さ れ た 茸 白合成量 を
Fig･ Ⅰト9 に 示 し た o ま た ､ 0 ･2 mM ス ペ ル ミ ジ ン に よ る 促 進 の 比 較
を TableI‡- 2 に ､ 高 波度 ス ペ ル ミ ジ ン に よ る 阻害程 度 の 比 較 を
Fig･ ⅠⅡ - lO に 示 し た ｡ G C に 富 ん だ OD CmRN Aの 5, - U TR(O DC 5, -
UTR) を持 っ 4 種類 の mRN Aで は翻 訳 に お け る ス ペ ル ミ ジ ン の 至 過
渡度 の 低下 と 高洩 度 ス ペ ル ミ ジ ン に よ る 翻 訳阻害 が は っ き り と認 め
ら れ た が ､ AU に 富む SAMD C 5' - UTRを 持 っ mRN Aは sho rt 5, - U TR
を持 っ mRNA と 同程度 (ODC､ SA MD C) か ､ も し く は 逆 に 阻 害 効果の
減少 (ア ク チ ン ､ TK) が 見 ら れ た (F ig･ⅠⅠト10)｡ こ れ よ り ､ 高襟度
ス ペ ル ミ ジ ン によ る 効果 的な 翻訳 阻 害 は OD C 5' - UT Rが 存 在 す る だ
け で 十分 で お る と い う 結 論 が 得 ら れ た ｡ 低減 度 ス ペ ル ミ ジ ン によ る
翻訳 の 促進 は T E を 除き ､ OD C 5･ - UTR>SAMD C 5, - UTR> sho rt 5, -
UTRで あ っ た ｡ oDC 5' - U TRを 持 つ TKmRNAは ス ペ ル ミ ジ ン を 加 え
な い 段階 で 他の 血RNAよ り も 多く 翻訳 が 起 こ っ て お り､ 0.86mM ス
ペ ル ミ ジ ン で 蛋 白合 成量 が 最 大 に な っ て い た｡
な お ､ R･R･ L･ の 活 性 は ロ ッ ト に よ り か な り 異 な る た め､ 3) と 2)
で 重複 し た 何種 類 か の 帆RN A の翻訳 効果 に 違 い が 見 ら れ た (e x.
氾SA凹D C246)o し か し ､ 5' - UTR の 遅 い に よ る ポ リ ア ミ ン の 翻訳調 節効
果 の 傾向 は ､ 同 じ ロ ッ ト の 艮･ R･ L･ 間T
L
比 戟 し た 場合 に は 一 致 し て
い た ｡
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Fig. 班 - 7. Nu cle otide s equ e n c e s of 5
'
- UTRof 12 kinds of chim e ric
mRNAs and the c alc ulated fr e e e n e rgyfo r s e c o nda ry str u ctu r efo r m a-
tio n of 5' -UTR. Nucle otide s eqし1e n C e S u nde rlin ed ar e of v e ctor a nd
linke r o rigin.
- 57 -
A. O D C5'1 m
ORF
ODC
SA M【:〉C
Actin
T K
a. S AhdDC 5
'
･ UT R C. $l仙 ･t S'.U T R
0 0価 n12 02 Q4 0.7 1.0 0 0価 a 12 02 a4 n7 1Do α方 0.12 0 2 0.4 0.7 1,0
Spq rTid ne(rTN)
Mr
- 51k
- 3 9k
- 3 0 k
- 4 3 k
- 2 7 k
Fig･III- 8･ Flu o r ogr a m of ODC, SAMJ)C, β - a ctin a nd TE synthe sis.
Protein synthe sis w a spe rfo r m ed at v a rio u s c o rl C e ntr atio rl S Of
spe r midin e. A. Pr otein synthe sis with 5
'
-UTR c o ntaining the GC-
rich s equ e n c efr o mODCmRNA. B. Pr otein synthe sis with5
'
- UTRc o n-
taining the AU- rich s equ e n c efr o mSAMDCmRNA. C. Pr otein synthe sis
with sho rt 5' - UTR.
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Fig. Ⅲ - 9. Effe ct of spe r midin e o nODC(A), SAHDC(B),β - a ctin (C)
and TK(D) synthe sis. ㊨ , pr otein synthe sis with 5
'
-UTRco ntaining
the GC- rich s equ en ce fr o mODCmRNA; △ , pr otein synthe sis with 5
'
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uTRc o ntaining the AU- rich sequ e n c efr o mSAMDCmRNA; □ , pr otein
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Fig. Ⅲ - 10. Inhibito ry effect of high spe r nidine conc entr ation o n
ODC(A), SAHDC(良), β - a ctin (C) and TK(D) synthe sis. The a m o u nt
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肴
the pr e s e n c e of 0.2 mM spe r midin e w a s rega rded a slOO% .
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Table Ⅲ - 2･ Degr ee of spe rmidin e stim ulatio n of ODC, SAHDC, β- a ctin aJld
TKsynthe sis at0.2 mH spe rmidin e.
mRNA spe rmidin e pr otein synthesis Degr e e of･spe m lidin e
stim ulation
ORF 5
'
-UTR (mM) (fmol) (-fold)
ODC Short
SAMDC
ODC
SAMDC Sho rt
SAMDC
ODC
Actin Sho rt
SAMDC
ODC
TK Short
SÅMDC
ODC
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.2
0.98
14.8
0.BO
21.7
0.012
0. 97
3. 10
1g. 0
0. 90
21.7
0.025
1. 17
0.31
4.41
0.62
15.0
0.010
0.42
0.57
4.78
0.51
ll.0
0.093
0.32
15.1
27. 1
80.a
6.1
24.1
46.a
14.2
24.2
42.0
8.4
21.6
3.4
61
4) 氏.托 . i. 中 で の OD Cと SAMDC の安定 性
培 養紳 胞 レ ベ ル の 実験 で は 細 胞内 ポ リ ア ミ ン 量 の 増加 に よ り ､
OD C及 び SAMDC の分解 が 促進 さ れ る 事が 報告 さ れ て い る ｡ 従 っ て ､
こ の 無 細 胞 系 で 行 っ た 高 過度 ス ペ ル ミ ジ ン に よ る 翻 訳阻 害効 果 に つ
い て も ､ 合 成さ れ た 蛋 白 の 分 解を 見 て い る 可能性 が 考え ら れ る ｡ そ
こ で OD Cま た は SAHDC黄 白を 合成 し ､ 0 .5 mM ビュ ー ロ マ イ シ ン を
加 え て 蛋 白 合成 を 完 全 に 止 め た 後､ 0.2 nM ま た は 1 mM ス ペ)i, ミ ジ
ン 存在 下 で 37 oC , 60分 間の イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を行 い ､ a. a.L.
申 で の 蛋 白 の 安定性を 調 べ ･た . Fig. IIト1 1 に示 さ れ る よ う に ODC は
1 mM スペ ル ミ ジ ン存 在下 で も 非常 に 安定 で あ り ､ S AMD Cは前駆体
(PSAMD C) か ら 描性型 S AMDC(mSAMD C) へ の 変換 (Paju n e net 8J. ,
19 88) が ス ペ ル ミ ジ ン洩 度 と 関係 な く 生 じ た が ､ 蛋 白自 体 は OD C と
同様 に 安 定 で あ っ た . こ れ よ り ､ a. R. L. の 系 に お け る ス ペ ル ミ ジ ン
に よ る OD C及 び SAMD C分解 は 無視 し て 構 わ な い こ とが 明 ら か に な
っ た ｡
ⅠⅠ - 4 考 察
1) 星且ヱ 主 之良 雄 遡遡選
こ の 研 究 で は ① SAMD CmRN Aの ポ リ ア ミ ン に よ る 翻訳 調節ダニ
5
'
- UT R のど の 領 域が 関与 し て い る か ､ ② ポ リ ア ミ ン 生 合成 律速酵
素 の 翻訳 調節 は ､ 5' - UT Rの 存 在 だ け で 説 明 可 能 か ､ の 2 点 に つ い
て 検 討 し た ｡
そ の 結 果 ､ ① に 対 し て は SAMDCmR阿A 5' - U TR の上 流約 100塩基
が ポ リ ア ミ ン に よ る 翻 訳調 節 に 必 要 で あ る 事 ､ ま た こ の 領域 は比 較
的 GC に 富 ん で い る 事 (Fig. ⅠⅠト3B) か ら ､ OD C の場 合 と 同 じ 機構 で
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Fig.Ill- ll. No degradatio n of SAMDCa nd ODC during the in c ubatio n of
pr otein synthe sis. Pr otein synthe sis w a s stopped by the additio n of
n o nlabeled m ethio nine a nd pur o mysirl tO m ake the c o n c e ntr atio n of 2
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the in c ubation w as sho w nin the figu r e. La n e s1 to 3, SAMDC; la n es
4 to 6, ODC. Nu mbe r s o nt.he left r epr e s e nt m olec ular m a s s e s.
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翻訳調節が 行 わ れ て い る と 考 え ら れ た ｡ し か し ､ SA MDC mRNA の
5
'
- UT R に は 上 流 の 約 10 0塩基 の 他 ､ 240 から 270 の間に も G C に
富 ん だ 領域 が 存在 し て い る が ､ mSAMD C24 6の ポ リ ア ミ ン に よ る翻 訳
畳の 変 化 は mSA MDC49と ほ と ん ど変 わ ら な か っ た 事 か ら ､ 特 に 5
'
上 流 が GC に 富 ん で い る 事が ポ リ ア ミ ン に よ る 翻 訳調節 に 重要 で あ
る と 考 え ら れ た . ま た ､ ODC阻RN A の 5' - UT Rを 持 つ キ メ ラ mRNA は
mSAMD C346よ り も 促進 ､ 阻 害 と も 効果 が 大 き か っ た 事 か ら (F ig.
Ⅱト4, 6; ･Table IⅡ- 1)､ SA MDCの ポ リ ア ミ ン に よ る 翻訳調節 は O DC
の 場合 ほ ど 重要 で ほ な い と 思 わ れ た ｡
② に 対 し て は O DCmR村A の 5' - UTRを 含 む キ メ ラ mRN Å でも 高 洩
度 ス ペ ル ミ ジ ン に よ る 翻 訳 阻 害が み られ る 事が 示 さ れ ､ ポリ ア ミ ン
に よ る 翻 訳 阻害 は OD CmRN A 5' - UT Rに 起 因 し て い る 事 が よ り い っ そ
う弓貞く 示 唆 さ れ た . 低 洩 度 ス ペ ル ミ ジ ン に よ る 促 進 効果 は TK は例
外 と し て ､ OD CmRNA の 5' - U TRを含 む mRNAが 一 番 大 き か っ た o 4
種 の mRNA の翻訳領 域 の G C含 量 を 調 べ た と こ ろ ､ TK は 60% と 他
の 3 つ の mRNA(O DC, 48 %､ SAMD C, 43 % ､ ア ク チ ン , 5 4%) に
比 べ て 大 き か っ た ｡ 従 っ て ､ TK は そ の 翻 訳領 域 と GC に 富 ん だ
OD CmRNA の 5' - UT Rと の 間 で よ り 安 定な 高次構 造 を形 成 し ､ ス ペ ル
ミ ジ ン に対 する 感受性 が 異常 に 増加 し､ 翻 訳 に対 す る ス ペ ル ミ ジ ン
の 至適洩度 が よ り低洩 度 側 に シ フ ト し た可 能性 が 考 え ら れ た ｡ ま た ､
氏. 氏.L/ に 残存 し た ご く 少 量 の ポ リ ア ミ ン に よ り 既 に 翻 訳 が 促進 し た
た め に ､ ポ リ ア ミ ン を 加 え な い 時で も OD C 5
'
- UTRを 持 つ TKpR 珂A
の 翻 訳 が他 の OD C 5
'
- U TRを持 つ mRNAよ り効率 よ く 起 こ つ て お り ､
見 か け上 翻 訳 促進 が小 さ く な っ た の で はな い か と 考 え ら れ た ｡
2) 登_ 出 払乱艶旦趨腰
一 般 に､ 真 核細胞 の 翻 訳開始 は Ko z a七 (1984, 19 89) に よ り 提 唱
さ れ た ス キ ャ ニ ン グ モ デ ル に よ り 起 こ る と 考 え ら れ お り ､ 翻 訳調節
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に 5
'
- UT Rが 関 与 し て い る 可能性 は 様 々 な mRNAで 予 想 さ れ て き た .
最近 示 さ れ た 5
'
- UT Rが 関与す る 翻 訳調節 の ほ と ん ど は 調節 蛋 白､
ま た は 翻訳 産物 自身が 5
'
- UTRに結 合 し て 翻訳 を 阻害 す る と い う型
で あ る (E la u s n e ret aJ. , 19 93; Melefo res et al. , 1g 93; Chu
et aJ. ,1993a , 199 3b). こ れ に 対 し ､ OD Cで は 5' - UT Rに結 合す る
蛋 白 が 明 ら か に さ れ て い る も の の ､ ポ リ ア ミ ン に 依存 し た翻 訳調 節
に は 関 わ っ て お ら ず (Ma n z el la a nd B la ckshe a r, 1992)､ ま た
SA MD Cで も ス ペ ル ミ ン に 依存 し て 5' - UT Rに結合 す る 蛋白 の 存在 が
示 さ れ た が (対a ris et ∂J. , 1992)､ 結合 領域 は開始 コ ド ン に 近 い 部
位 で あ る 事 か ら ､ 筆者 の 見 い だ し た ポ リ ア ミ ン に よ る SAMD CmRNA
の 翻訳調 節 と は 無関係 で あ る と 考 え た . 更 に ､ OD C と SA MD C のポ リ
ア ミ ン に よ る 翻 訳調節 に 必 要な の は 5
'
- UT R の G Cに 富 ん で い る 領
域 で あ
'
っ て ､ 塩基配 列 の 相同 性 の 高 い 領 域 は 見 ら れ な い 事 か ら､ 特
異 的 な 翻訳 調 節サ イ トが あ る と い う よ り は む し ろ ポリ ア ミ ン に よ る
5' - UTRの 高次 構 造 の 安定 化が 翻訳 阻害 に 関わ っ て い る と 考 えた ｡ こ
れ は ､ ポ リ ア ミ ン は生 体 高分子 の う ち RNA､ そ れ も GC に 富 ん だ
RN Aに 親和 性 が 最 も高 い 事 (Wata n abe et aJ. , 199 1)､ ま た ポ リ ア
ミ ン は ス テ ム ル ー プ の よ う な RN Aの 二 重 鎖 構造 を安 定化 す る 事
(Fe u e r stein a nd
.
Ma rto n, 19 89) か ら も 予 想 さ れ た o 一 方､ 低湧 度
ポ リ ア ミ ン に よ る 促進 率 の 増加 は 現在 の と こ ろ よ く 分 か っ て い な い
が ､ ポ リ ア ミ ン が 大 腸 菌 1 本 鎖 DN A結 合蛋 白質 の も つ ヘ リ カ ー ゼ
滴性 を 促進 す る 事 (Christ ia n s e n a nd Baldwin , 1977) か ら ､ 翻 訳
開始 因 子 eIF4 の持 つ RNAヘ リ カ ー ゼ 汚性 (Roze n ei aj. , 19gO)
の 促 進 に よ る 可能性 が 考 え ら れ た が ､ こ れ は 今後 の 検討 課題 で あ る
と 思 わ れ た ｡
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Ⅳ 浄 } レ = テ ン 脱 炭 酸 酵 素 過 乗吋 産 生
糸田 胞 の O D C - ア ニ/ チ ザ イ ム
遭 伝 子 導 入 に よ る ポ リ ア ミ ニ/
異 常 蓄 積 カ ゝ ら の 回 復
細胞 内 の ポ リ ア ミ ン 過 剰 蓄積 に よ る 増殖 阻 害 は ビ ス エ チ ル ポ リ ア
ミ ン の 抗増 殖効果 の 研 究 か ら 予 想 さ れ た ｡ ビス エ チ ル ポ リ ア ミ ン は
開発 さ れ た 当初 ､ oDC 及 び SA MD Cの 発 現調 節 の 抑 制 や (Po rte r､e f
∂ノ･ , 19 90)､ ス ペ ル ミ ジ ン/ス ペ ル ミ ン 〝才一 ア セ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ
ー ゼ の 誘導 に よ り (L ibby et aJ. , 198g; Peg g et al. , 19 90) 紳胞
内 ポ リ ア ミ ン を枯 渇さ せ ､ 増 殖 を 抑 え る と 考 え ら れ て い た ｡ し か し ､
筆 者 の 属す る 研 究室で ビ ス エ チ ル ポ リ ア ミ ン は ポ リ ア ミ ン と 同 様の
措 性 を 持 つ 事 (Iga r a sh i ef ∂ノ. , 1990)､ 及び 抗 増殖作 用を 示 す原
因 は 細 胞内 ポ リ ア ミ ン が 減少 す る た め で な く ､ 細 胞内 に ビ ス エ チ ル
ポ リ ア ミ ン が 蓄積 す る た め で お る 事 (Fuku chi et aj. , 1992) が 見
い だ さ れ ､ 細胞内 に ポ リ ア ミ ン が 蓄 積 す る 事 に よ っ て も増殖 阻害 が
○
起 こ る の で は な い か と 考 え ら れ た の で あ る ｡ こ の 事 は He ら (193)
に よ り 証明 さ れ た が ､ 普 通 の 細 胞 で はポ リ ア ミ ン 生 合 成酵素 の 発現
と ポ リ ア ミ ン 輸送滴 性の フ ィ ー ドバ ッ ク 阻 害 が 起 こ る た め ､ 細胞 増
殖 が 阻 害 さ れ る ほ ど ポリ ア ミ ン を 蓄積 さ せ る た め に は mM オ ー ダ ー
の ポ リ ア ミ ン を培地 に 加 え る 必 要 が あ り ､ 培地 の Mg2＋ 洩度 を 50
iLM に 下 げ て ポ リ ア ミ ン に 対 す る 感 受性 を 高 め て も 10 0jlM オ ー ダ
ー の ポ リ ア ミ ン を必 要 と.し た o
最近 ､ OD C過剰 産 生 細 胞で は JIM - 10iLM オ ー ダ ー の ポ リ ア ミ
ン を 培地 に 加 え る だ けで 細胞 内 ポ リ ア ミ ン 塞が 異 常 に 蓄積 し ､ 増殖
阻 害や 紳 胞 死 を 起 こ す事 '(H itchell ef
L
aj. ,19g2a; Po ulin et aJ. ,
19 93) が 報告 さ れ た ｡ ま た こ の ポ リ ア ミ ン の 異常 蓄 積 は シ ク ロ へ キ
ー 66-
シ ミ ド処理 し た 細 胞 で も 見 ら れ た事 (Mitchell et aJ. , 19 92b) か
ら､ ODCと 何 ら か の 関係 を 持 っ 短 半 減期 の 蛋 白質 が ポ リ ア ミ ン輸 送
系の フ ィ ー ドバ ッ ク 阻 害 に 関 わ っ て い る 事 が 暗示 さ れ た ｡
OD C の発 現 を調 節す る 短 半 減期 の 蚤 自 と し て は O DC- ア ン チ サ イ ム
(以 下 ､ ア ン チ サ イ ム) が 知 ら れ て い る ｡ ア ン チサ イ ム は O DCに結
合 し ､ 酵 素措 性 の 阻 害 と 酵素 蛋 白 の 分解 に 関 わ っ て お り (8ayash i,
19 89)､ 細 胞内 ポ リ ア ミ ン 量 の 多 い と き に 発現 が 促 進さ れ る
(Mats ufuji et aJ･ , 1990b; Ka n a m ot et aj. , 1993)｡ 従 っ て ､ こ
の ア ン チ サ イ ム が 輸送 系 の フ ィ ー ドバ ッ ク 阻 害 に も 関 わ っ て い る 可
能性 が 強 い . そ こ で ､ ま ず筆者 ら の 研 究室 で 得 ら れ た マ ウ ス F M3A
紳 胞由 来 の OD C過剰 産生細 胞 EXOD - 1 (Ka m eji et aノ･ ･
.
1993) で も
ポリ ア ミ ン 異常蓄 積が 見 ら れ る 事 を 確認 し ､ 次に こ の 細胞 に ア ン チ
サ イ ム 遺 伝 子 を 発 現す る プ ラ ス ミ ドを ト ラ ン ス フ ェ ク 卜 し て ､ 外 来
の ア ン チ ザ イ ム の 発 現 が ポ リ ア ミ ン の 異 常蓄積 と 増殖 阻害 を 抑 え る
か ､ こ の 時 ポ リ ア ミ ン 取 り 込 み 活 性 も ま た抑 制 さ れ て い る か ど う か
検討 を 行 っ た ｡
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Ⅳ - 1 実験村料
1) 艶塵
ODC 過剰 産 生細 胞 は ､ 筆者 の 属 す る 研 究室で 単離 さ れ た マ ウ ス
FM 3A細 胞由来 の EXOD- 1 (Ea m eji e t 8J. , 1993) を 使用 し た .
2) プ ラ ス ミ ド
ウ サ ギ 抗 リ コ ン ビ ナ ン ト Z l アン チ サ イ ム IgG (Hatsufuji ei
aJ. , 19 90a)､ ウ サ ギ 抗 マ ウ ス ODC 抗 血 清 (Ka n a m ot et aJ. ,
1993)､ 抗 O D C HO IOlモ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 Af f トgeト カ ラ ム
(Mats ufuji et aj. , 1984) 及 び Z lア ン チ ザ イ ム cD NAを含 む
pHAMn e oZ lプ ラ ス ミ ド (Muraka mi et aJ. , 19 92a) は村 上 安子 博 士
( 慈 恵医科 大 学) の 御好意 に よ り 供 与さ れ た も の を 使用 し た ｡
3) 試 薬
【1 4c]ス ペ ル ミ ン (4. 0 GBq/m m ol) は Am e r sha m 社 よ り 購 入 し た ｡
2- d if lu o r o m ethylo r nith in e(DFHO) は Ma rio nMe r r el l Dow 社の 御
好意 に よ り 供 与さ れ た も の を使 用 し た ｡ ア ミ ノ グ ア ニ ジ ン 塩酸塩 は
日 本 カ ー バ イ ト社 の 御 好 意 に よ り 供 与 さ れ た も の を 使用 し た o ジ ェ
ネ テ ィ シ ン (G4 18) は GIB CO- BR L社 よ り ､ デキ サ メ サ ゾ ン ､ f ir e-
f ly la nte r n r e sidu r e､ phe nylm ethyls ulfo nyl flu o ride (PMS F) 紘
sig帆a 社 よ り 購入 し た o そ の 他 の 試 薬 は ⅠⅠ - 1 に 記 さ れ た試勢を
使 用 し た ｡
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Ⅳ - 2 実 験方 法
細 胞の 継 代 と 培養 ､ 細 胞内 へ の ポ リ ア ミ ン 取 り 込 み 汚 性､ ポ リ ア
ミ ン 定量 そ の 他､ 特 に 記 し て い な い も の は ⅠⅠ - 2 で記 し た 方法に
従 っ て 行 っ た . な お ､ E芸OD- 1 細 胞 は 通常 2 % の ウ シ 胎児 血 滑を 含
む ES培 地 に 2 0托川 DF MOを添 加 し て 継 代 し た .
1) EXOD- 1 のポ リ ア ミ ン添 加 に よ る 増殖 の 阻 害効果 の源
EXOD- 1 細胞 を Hg2 ＋ 含量 50iLM の ES培 地 (ES5 0) で 3 日 間培
養 し た 後 ､ 細 胞洩度 2× 104 c ells/ml に 希 釈 し た 培養頼 を 直径
100m mの シ ャ ー レ に 10ml ず つ ま き ､ 1 瓜M ア ミ ノグ ア ニ ジ ン と 様
々 の 膿 度の ポ リ ア ミ ン を 添 加 し ､ DF MO の存 在 下 及 び 非 存在下 で 37
o
c で培養 を 待 っ た ｡ 5 日 間毎 日 ､ 培養 液 を 1 ml ず つ 採取 し ､ 適 当
な 細 胞 洩度 に 濃縮 ま た は 希 釈後 ､ ト リ バ ン プ ル ー を添 加 し て 染 色さ
れ な い 細胞 (生 紳胞) 数の 計数 を 行 っ た ｡
2) 虹 旦
二 之_旦旦塵
ア ン チ ザイ ム 遺伝子 を デキ サ メ サ ゾ ン 依存 的 に 発現す る ベ ク タ ー
pM AHhe o(S tr atage n e) に 組 み 込 ん だ p舶Mn e oZlプラ ス ミ ド は
che n と O kaya m a(1987) の 方法 によ り 単 離精 製 し た ｡ トラ ン ス フ ェ
ク シ ョ ン は ､ Mam m alia n トラ ン ス フ ェ ク シ ョ ン キ ッ ト (S tr atage ne)
を 用 い た リ ン 酸 - カ ル シ ウ ム 法 (Cbe n a nd O kaya m a, 19 87) に 若干 の
変 更 を 加 え 次の よ う に 行 っ た ｡ EXOD- 1 細 胞 を D FMOを 含 ま な い 2
% ウ シ 胎児 血 清 を含 む ES培地 で 3 日 間培 養 し た 後遠心 で 集め ､
o.5 % ウ シ 胎児 血 清 を 含 む E S培地 で 洗浄 し ､ .
2 ･5× 105 c ellsノml
の 濃 度 に希 釈 し て 直径 100m m の ガ ラ ス 製 シ ャ ー レ に 10ml ま き ､
37 oCで 3 0分間 培養 し た . こ の 間に ､ 20 iLg の プラ ス ミ ド を 450
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LLl の滅菌 蒸留 水 で 希 釈 し ､ 2. 5 H CaC12 を 5 0 pl､ 2×BB S(5 0
mM B ES, pH 6･95､ 28 0mM NaC l､ 1.5 mM Na2H PO4) を 50 0JLl 順次
加 え て 穏 や か に 撹 拝 し ､ D NA溶液 を 調製 し た o 細 胞が シ ャ ー レ に 接
着 し た事 を 顕 微鏡 に よ り 確 認 した 後 ､ 穏 や か に 培 地 を 除去 し ､ 新 た
に 0･ 5 % ウ シ 胎児 血 清 を 含 む ES 培地 10ml を添 加 し た ｡ こ れ に
DN A溶液 を ま ん ベ ん な く 滴 下 し ､ 細 胞 が 剥が れ な い よ う に 静 か に 培
地 と 混合 さ せ た 後 ､ 97 % air/3 % CO2 下 で 3 7
o
C l日 間培養 を
行 っ た ｡ 翌 日 培地 を 除去 し ､ 新 た に 2 % ウ シ 胎児 血 清 を 含む ES培
地
.
10 ml を加 え ､ 95 % air/5 % C O2 下 で 37
p
C で更 に 24 時間
培養 を 行 っ た ｡ 遠心 に よ り 細胞 を集 め た後 ､ 新 た な ES培 地 で 2.5
×106 c el ls/ml に な る よ う に 懸掬 し た ｡ こ の 細胞懸 淘液 10 0iLl を
直径 10 0m m の プ ラ ス チ ッ ク シ ャ ー レ に は い っ た 軟 寒天 培 地 (5 %
ウ シ 胎児 血 清 ､ 5 mM DF MO､ 1 mg/ml G4 18､ 0. 5 % ア ガ ー を 含 む ES
培地) の 上 に 滴 下 し ､ シ ャ ー レ を 穏や か に 回 転 さ せ な が ら細 胞 を ま
き ､ 95 % air/5 % CO2 下 ､ 37 oC で 10 日 間培養 を 行 い ､ G418
に 耐性 な 安 定 な ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン トの コ ロ ニ ー を形 成さ せ た . 早
れ ぞ れ の コ ロ ニ ー を 5 % ウ シ 胎 児 血 清､ 5 mM DF MO､ 1 mg/ml G4 18
を 含 む ES 培地 に 移 し 培養 を 行 い 増殖 さ せ た o デ キ
.
サ メ サ ゾ ン に 依
存 し て ア ン チサ イ L
.
を 発現 す る ク ロ ー ン の ス ク リ ー ニ ン グ は 3) に
記 す方 法で デ キ サ メ サ ゾ ン 処理 し た細 胞 を サ ン プ ル と し ､ 4) で 記 す
抗 ア ン チ サ イ ム 抗体 を 用 い たウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ 分析 に よ り
行 っ た ｡ 8 0偶 の ク ロ ー ン の ス ク リ ー ニ ン グに よ り､ デキ サ メ サ ゾ ン
依 存的 に ア ン チ ザ イ ム を 発 現 す る ク ロ ー ン が 24個確 認 さ れ た . そ
の 中の ひ と つ ク ロ ー ン A Z- 2 を用 い 以 下 の 実験 を 待 っ た ｡
3) 姐 地 霊敦盛
姐 孟
AZ- 2 細 胞 は 5 % ウ シ 胎 児血 清 ､ 5 nM D FHO､ 1 mg/ml G4 18を 合
一 70 -
む E S培地 で 培 養 と継 代 を 行 っ た ｡ 実験 に 用 い る 時 に は ､ 細 胞 を遠
心 に よ り 集 め E S培地 で 洗浄 し た 後 ､ 2 % ウ シ 胎児 血 清､ 5 mM
DFMOを 含 む ES培地 に 1×105 c ells/ml の過 度 に 懸 濁し∴ 1LL阿 の
デキ サ メ サ ゾ ン存 在下 及 び 非存 在 下 で 24 時 間培 養 を 行 っ た も の 杏
使 用 し た｡
ス ペ ル ミ ン 添加 に よ る 増殖 阻害 の 測 定 は 2 %ウ シ 胎 児血 清 ､ 5
mM DF MO､ 1 mM ア ミ ノ グ ア ニ ジ ン を含 む 培 地 で 細 胞膿度 5× 104
c ells/ml に 希釈 し ､ 5 ml ず っ 直径 60 m m の シ ャ ー レ に ま き ､ 10
ま た は 30iLM スペ ル ミ ン を加 え て 3 7 oC で培 養を行 っ た o 12時間
後 及 び 1, 2, 3 日 後 に 培養液 を 0.5 ml ず つ 採 取 し ､ 適 当 な細胞 洩
度 に 渡縮 ま た は希 釈後 ､ トリ バ ン プ ル ー を 添加 し て 染色 さ れ な い 細
脂 (生 細 胞) 数の 計数を 行 っ た ｡ コ ン ト ロ ー ル と し て EXOD- 1 細 胞
の ス ペ ル ミ ン に よ る 阻 害 効果 に つ い て も同 様 に 実験 を 行 っ た ｡
4) 空 也 生魚塵
PB S で洗浄 し た 細 胞を 直接､ ま た は 緩衝液 C (10mM Tris- HC l,
pH 7.5､ 1 mM DTT､ 1 nM P MSF､ 10JLM PU T- 17 5) で ホ モ ジ ナ イ ズ し
105,0 00× g で 遠心 し て 得 ら れ た上 清 に 1×SD S緩衝液 を 加 え ､ 全 細
胞 画 分 と 細 胞 質画 分 の サ ン プ ル を そ れ ぞ れ 調製 し た ｡ ま た 上 浦
(1 mg pr otein) を0. 1 ml の HO IO I Aff トgeト カ ラ ム に ア プ ラ イ し､
1. 0 ”NaCl を 含 む 緩衝液 C で 洗 浄後 ､ 4 00jLl の 3 M MgC12 で
OD C及 び OD Cと 相 互 作用 し て い る 黄 白 を 溶 出 し ､ 5 % トリ ク ロ ロ 酢
酸 で 沈澱 後 100〟1 の 1×SD S緩 衝液 に溶 か し ODC結合画 分の サ ン
プ ル を調 製 し た ｡
以 上 の よ うに し て 得 ら れた サ ン プ ル を La e 肌ml i(197 0) の 系で
SO S- P AGEを行 い ､ ⅠI - 2 で記 し た 方 法 に従 っ て Im m ob ilo nP メ ン
プ レ ン へ の 転 写 及 び免 疫 染色 を行 っ た o た だ し ､ ア ン チ サ イ ム の 検
出 は 4 0LLg 蛍 白 を 用 い ､ 一 次 抗体の 希釈 を 1:10,00 と し ､
- 7 1-
Pr otB lot AP Syste m を 使用 し て 発 色 を 行 っ た o な お ODc 結合 画 分
は 20 〟 1 の サ ン プ ル を 用 い た ｡ OD C の検 出 は 4〟 g 黄 白 を 用 い ､
一 次抗体 の 希 釈を 1:20,000と し ､ ニ 次抗 体 と し て ペ ル オ キ シ ダ ー
ゼ 標識 ヤ ギ 抗 ウサ ギ IgG 抗体 (Bio - 把ad)(1:100 希 釈) を使用 し ､
4- ク ロ ロ ー ト ナ フ ト ー ル と H202 を 基質 と し て 発色を 行 っ た .
5) 旦 蜘
AZ- 2 細 胞よ り 得 ら れ た poly(A)＋ R NA から 合 成さ れ た cD NA 5
ng を 鋳型 と し ､ pMA Hn e oプ ラ ス ミ ドの M MTVプ ロ モ ー タ ー 下流 と マ
ル チ ク ロ ー ニ ン グサ イ ト と の 間 に あ る 塩 基 配列 と 一 致 す る 25塩 基
の プ ラ イ マ ー P l(5' - AC AGGGA CC CT CGG ATA AGTG ACCC- 3') と ､ SV40 ポ
リ ア デ ニ レ ー シ ョ ン サ イ トの 上 流 と マ ル チ ク ロ ー ニ ン グ サ イ トと の
間 に あ る 塩 基配 列 に 相補 な 25塩 基 の プ ラ イ マ ー P 2(5
'
- TA GA GCT-
TT AA ATCTCT GTAGG TAG- 3') を用 い て PCRを 行 っ た o こ の 反 応 に よ り
得 ら れ た 1. 1 k bの DN Aフ ラ グメ ン ト約 2 00p g を 鋳 型 と し､ リ コ
ン ビ ナ ン ト ア ンチサ イ ム 遺伝 子 の ＋61- ＋84 と 一 致す る 25塩基 の
プ ラ イ マ ー P3(5
'
- A CCATG CCG CTTCT AGT CAG CACA- 3
'
) と 十77 1-
＋7 95に 相補 な 2 5塩基 の プ ラ イ マ ー P4(5
'
- TAG AATTAAAGCCA CCA C-
TT GAGT A- 3') を 用 い て 2 回 目 の PC Rを行 っ た . こ の 反 応に より ､
AZ- 2 細 胞 に お い て 導入 した プ ラ ス ミ ド由来 の ア ン チ サ イ ム 潰伝子 が
発 現 し て い る 事 を確 認 し た ｡
6)毒臥 岨 星量
ポ リ ア ミ ン 定量 を 行 う とき に 調製 し た 0. 2 N H CIO4 抽 出 液 を用 い ､
Mg2 ＋ は 偏光ゼ - マ ン 原子 吸 光分 光光度 計 (Z- 800 0, 日 立 製 作所) 杏
使用 し て 原 子 吸光 ス ペ ク ト ル ( 波長 285. 2 n m) を測 定 す る 事 に よ り､
AT Pは抽 出液 を 50mM E2日PO4 を含 む 1､ M KO Hで 中 和 し た 後､ ル シ
フ ェ ラ ー ゼ 酵 素系 (K in mich et aj; , 197 5) に よ り 潮定 し た .
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Ⅳ - 3 結果
1) OD C 坐 旦旦PD - 1 の ポ リ ア ミ ン 異 常 蓄 積 と 増 殖 阿 寒
EXOD- 1 の親 細胞 で あ る FH3A細 胞 は Mg2 ＋ 含 量 を 5 0LIM に 低 下
さ せ た培 地 申 で は ポ リ ア ミ ン 感 受性 が 上 が り ､ 15 0〟M の ス ペ ル ミ ン
ま た は 1･ 5 mM の スペ ル ミ ジ ン で 増殖 阻 害が み ら れ た (He et al. ,
19 93)o ま ず ､ こ の 条 件下 で の E XO D- 1 細 胞 の ポ リ ア ミ ン の 増殖阻 害
効果 を 調 べ ､ 既 に 報告 さ れ た 2 つ の OD C過剰 産 生 細胞 と同 様 に ポ
リ ア ミ ン 感受 性が 増加 し て い る か ど う か を 調 べ た ｡ Fig. Ⅳ - 1 に 示 さ
れ る よ う に ､ EXO D- 1 細 胞 は DFMOの 存在 下及 び 非存 在 下 で ､ 1FLM
ス ペ ル ミ ン ま た は 5 〟M スペ ル ミ ジ ン に よ り 培養 5 日後 で は 9 0
% 以 上 の 増 殖 阻害 が 見 ら れ た ｡ こ の 時､ 増 殖 阻害効 果 は 20mH
DFMO存在 下 の 方 が や や 大 き か っ た . こ の 結果 よ り EXOD- 1 細胞 は ､
FM3A紳 胞 に 比 べ て 15 0倍以 上 の 感受 性が 増加 し て い る 事 が 分 か っ
た . ま た FM3A細 胞の 持 と は 異な り ､ EXO D- 1 細胞 で は 培地 中の ス ペ
ル ミ ン 洩度 を 1. 5JJH に 上 げ る と 細胞 死 が 起 こ り ､ 一 時的 に 細 胞数
の 減少 が 見 られ た ｡
培養 一 日 目 と 二 日 目 の 細胞 内 ポ リ ア ミ ン 量 を Table Ⅳ - 1 に 示 し
たが ､ 1JjM スペ ルミ ン ま た は 5iLM ス ペ ル ミ ジ ン を 加 え て 培養 を 行
う 事 に よ り 細胞内 へ の ポ リ ア ミ ン の 蓄 積が 見 ら
.
れ た o ま た DFHOを
加 え て 培養 を 行 っ た 時 の 方が ス ペ ル ミ ン の 蓄積量 が多 く ､ 増 殖の 阻
害 程 度 と 相 関が あ る よ う に 思 わ れ た . 同 時 に 細 胞内 の ATP 及 び
Mg2 ＋豊 を 調 べ た (Tab le Ⅳ - 1). ATP量 は F阿3 A細胞 で 見 ら れ たの と
同 様 に ポ リ ア ミ ン の 蓄積 に 伴 い 減 少 し た o し か し Mg2 ＋ 量 は ､ FM3 A
細 胞 で は 3 0% 以 下に 減 少 し､ こ の 減 少 が 増殖 阻害 の 原 因 の ひ と つ
で あ る と 考 え られ た の に 対 し (He ei aノ. ,19 93)､ EXOD- 1 細 胞で は
90% 以 上残 っ て い た . こ の 結果 よ り ､ EXOD- 1 細 胞 の ポ リ ア ミ ン の
蓄 積 に よ る 増殖阻害 は F河3A細胞 の 場 合 と は 機 構 が 異 な っ て い る 事
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が考 え ら れ た ｡
培 養 一 日 後 の ポ リ ア ミ ン の 取 り 込 み 措性 は Fig. Ⅳ - 2 に 示 さ れ る
よ う に ､ ス ペ ル ミ ン の 蓄 積 (Table Ⅳ - 1) に よ る 阻 害 は全 く 起 こ ら
ず ､ む し ろ 促進 が み ら れ た ｡ ま た D FMO存在 下 で 培養 し た細 胞 の 方
が 浦 性が 高 く ､ DFHO と スペ ル ミ ン の 両 方 で 処 理 し た細胞 の ポ リ ア ミ
ン 取 り 込 み 活性 は EXOD- 1 細胞 で 最高値 を示 し た .
以 上 の 結 果よ り OD C過 剰産 生細 胞 E芸OD- 1 は､ 他 の 2 種 類の
OD C過剰産 生 細胞 と 同 様 ､ ポ リ ア ミ ン輸 送措性 の フ ィ ー ドバ ッ ク 阻
害 が 起 こ ら ず､ そ の た め ポリ ア ミ ン に対 する 感受 性が 増加 し て い る
事 が 明 か と な っ た ｡ ま た O DC過剰 産生細 胞 に お け る ポ リ ア ミ ン 感受
性の 増加 は ､ 個 々 の 細 胞 種特有 の 性質 で は な く て 一 般 的な現 象で あ
る と思 わ れ た ｡ 従 っ て ､ ポ リ ア ミ ン 真 に依 存 し て 発現 し､ ODC と 結
合す る 蚤 白 賢で あ る ア ン チ ザ イ ム が ポリ ア ミ ン 輸 送系 の 負 の 調節因
子 と し て 働 い て る 可 能性 が よ り 強く 示 唆 さ れ た ｡ そ こ で ､ E XOD- 1 細
胞 に ア ン チ ザ イ ム を デ キ サ メ サ ゾ ン 依存 的 に 発 現 す る プ ラ ス ミ ド
pMAMn e oZl を ト ラ ン ス フ ェ ク 卜 し て 安定 な ト ラ ン ス フ ェ ク タ ン トを
作製 し ､ こ の 細胞 で ポ リ ア ミ ン 異常 蓄積 ､ 及 び 増 殖阻 害 か ら の 回 復
が 見 ら れ る か どう か を検 討 す る 事 に し た ｡
2) 上皇_之 出 藍埋
ま ず､ AZ- 2 細 胞 が プ ラ ス ミ ド由 来の ア ン チ ザイ ム mRN Aを発現 し
て い る 事 を PCRに よ り 確 か め た (F ig･ Ⅳ - 3 A)o デキ サ メ サ ゾ ン
,
処 理
し た AZ- 2 細 胞 よ り 調 製 し た cDNAを 鋳型 と し ､ pMAMn e o ベ クタ ー
の 塩基 配 列 を も と に作 製 し た プ ラ イ マ ー を 用 い て 得 ら れ た PCR産棉
の メ ジ ャ ー バ ン ド は 約 1. 1 k b(la n e1)､ 更 に こ の 産物 を鋳型 と し ､
ア ン チ サイ ム 遺伝子 の 塩 基 配 列 を も と に 作 製 し た プ ラ イ マ ー を 用 い
て 得 られ た PCR産 物 は約 0.7 kb(1a n e･ 2) で あ っ た ｡ こ れ ら2 つ
の p CR産物 の 大 き さ は ､ プ ラ ス ミ ドの 塩 基配 列 よ り 予 想 さ れ る 大 き
＼
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of a ntizym ein c ell lys ate. EXOD- 1(la n e s1 a nd 2) and AZ-2 (lade s
3 a nd 4) c ells w er e c ul.lured in the abs e n c e o rp e s e n c eof l〟川
de x a metha s o n efo r24 h. Ar r o w a nd a ste risk ind ic ate 27 kDa a rid 24
kDa a ntizym e s, r e spe ctively. C. Antizym e sin the cyto s ol(la n e s1
and 2) and ODC-bo u nd antizym e s(la n e3 a nd 4) in AZ- 2 c ells c ultu red
with or witho ut ljjM de x a m etha s o n e w e r e a n alyz ed a sin B.
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さ に 一 致 し て い た ｡
ア ン チ サ イ ム 蛋 白 の 発 現 は 抗 ア ン チ ザ イ ム 抗体 を用 い たウ エ ス タ
ンブ ッ ロ テ ィ ン グ に よ り 確認 し た o F ig･ Ⅳ - 3 B は 全 細 胞画 分 で 調 べ
た も の で あ る が ､ AZ- 2 細 胞 で の み 細胞 由来 の ア ン チ ザ イ ム (分子 量
24 kDa, 星 印) と は 異 な る デキ サ メ サ ゾ ン 誘 導性 の 分子 量 27 kDa
の ア ン チ サ イ ム ( 矢印) が 確 認 さ れ た ｡ こ れ は 以 前 に 報告さ れ た ラ
ッ ト肝 癌 細胞 (臼T C) の トラ ン ス フ ェ ク タ ン トで 得 ら れ た 結果
(Mu r aka mi ei aJ･ , 1992a) と 一 致 し た o さ ら に ､ AZ- 2 細胞よ り 調 製
さ れ た 細胞 質画 分､ 並 び に HO- 101 0DC モノ ク ロ - ナ ル 抗 体 カラ ム
か ら の 溶 出 画 分を ウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ に よ り調 べ た と こ ろ
(Fig･ Ⅳ - 3 C)､ 2 7 kDa の ア ン チ サ イ ム は 24 kDaの ア ン チサ イ ム と 同
様 に OD Cと 結 合す る 事 が分 か っ た o ま た ､ 2 7 kDa の ア ン チ ザ イ ム
は デ キ サ メ サ ゾ ン で 誘 導 を か け なく て も 現 れ て い た が ､ デキ サ メ サ
ゾ ン に よ り 5 倍 以 上 の 増加 が 見ら れ ､ ま た 24 kDa に 比 べ て も 約
3 - 4 倍 多く 発現 し て い る 事 が 確認 さ れ た o こ れ は全 細 胞 画 分の 結果
(F ig ･ Ⅳ - 3 8) と ほ ぼ 一 致 し て い た .
3) AZ- 2
盤
旦 ア ン チザ
か ら の ”
乱臣 迦 _星監監塵_と増殖
理 由 は不 明 だ が ､ AZ- 2 細胞 は 5 0〟 = g2 ＋ を含 む 培 地 申 で は継 代､
培養 が 出来 な か っ た o そ こ で ､ 以 下 の 実験 は Hg2＋ 量 を 通常 (900
JIH) に 戻 し ､ 5 州 D FMO存 在 下 で 待 っ た . 従 っ て ､ 増殖 阻害 を引き
起 こ す 培地 申 の ポ リ ア ミ ン 過度 は F M3A 細胞 の 場 合 (Re ei aノ. ,
19 93) と 同様 に 約 10倍 増加 し た . Fig . Ⅳ - 4 に E XOD- 1 細胞 ､ ま た
は AZ- 2 細胞 の ス ペ ル ミ ン に よ る 増 殖阻害 効果 を 調 べ た 結果 を 示 し
た が ､ ス ペ ル ミ ン に 対 す る 感受 性は EXOD- 1 細 胞 よ り も AZ- 2 細胞
の 方 が 増加 し て い た ｡ す な わち ､ E EOD- 1 潮 胞 で は 30LIM ス ペ ル ミ
ン で 細胞 死 に 伴う 数の 減 少 が 見 ら れ た の に対 し ､ AZ- 2 細胞 で は同 じ
- 79-
A. E XO D-1
育
､
､
∽
亘
⊂
0
'
j:コ
CO
+
･◆ -
【=
q)
U
⊂
O
U
q)
U
1xl O6
5xl O5
1xlO5
5xl O41
1xl O4
5xlO3
B. A Z- 2
0
Tim e(days)
Fig･ Ⅳ - 4･ Effe ct of spe r min eo n c ellgr o wthof EEOD- 1 c ells (A) and
AZ‾ 2 c ells(B)I Cells w ere c ultu r ed in the pr es e n c e of 5mH D印o and
O･ 9 mM Hg2 ÷･ o co ntr ol; ㊨ , 1iLH de x a m ethas o n e; △ 10FLH spe r min e;
A , lo〟川 spe r min e a nd ユilm de xam etha sorle; ∩ , 3 0LLM spe r min e; 顔 ,
30jjH spe r nin e a nd liLM de x a m etha s o n e. 工n c a s e of the e xpe rime nts
with dex am etha s o n e, c ells w e r epr etr e ated with the dr ug fo r24 h.
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Fig･ Ⅳ - 5･ We ster nblot a n alysis of ODCa nd a ntizym e s. AZ-2 c ells
w e r e c ultr ed in the pr e s e nc e a nd abs e n c e of lOFL柑 spe r min e a nd ljLM
de x a m etha s o n e a ssho w nin the figu r e･ In c a s e of the e xpe rim e nts
with de x a m etha s o n e
, c ells w e r epr etr eated withthe dr ug fo r24 h.
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現象 が 10〟M ス ペ ル ミ ン で 見 られ た ｡ し か し AZ- 2 細 胞 で は ､ あ ら
か じ め 24 時 間の デキ サ メ サ ゾ ン 処理 に よ り ア ン チ サ イ ム を 発現 さ
せ る と ､ ス ペ ル ミ ン に よ る 細胞死 が 起 こ ら な く な っ た｡ また ､ 完 全
で はな い が 細 胞 増 殖 の 回 復が 見 ら れ た (F ig . Ⅳ - 4B)o 一 方､ EXOD- 1
細 胞 は デキ サ メ サ ゾ ン処 理 し て も ス ペ ル ミ ン に よ る 細胞死 や 増殖 阻
害 か ら の 回 復 は 全 く 見 ら れ ず､ む し ろ 増殖 が や や 遅く な る 傾向 が 見
ら れ た (F ig･ Ⅳ - 4A)o な お､ AZ- 2 細胞 に デ キ サ メ サ ゾ ン と ス ペ ル ミ
ン を 同 時 に 加 え た 場 合 に は､ 増 殖阻 害の 回 復 は ほ と ん ど見 ら れ な か
つ た ( チ- タ 一 束 掲載)o
F ig ･ Ⅳ - 5 に デ キ サ メ サ ゾ ン 処理 し た ､ ま た は 未処理 の AZ- 2 細胞
の ス ペ ル ミ ン に よ る OD C及 び ア ン チ サ イ ム 真 の 経 時的 変化 をウ エ ス
タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ で 調 べ た結果 を 示 し た ｡ デ キ サ メ サ ゾ ン 処 理 に
よ る 27 kDa ア ン チサ イ ム の 発現豊 の 増加 に 伴 い ､ ODC豊 は 約 70
o/o に 減少 し た (0 h)｡ 一 方 ､ 10JjM ス ペ ル ミ ン で 12時間処 理 す る
事に よ り 24 kDa ア ン チ ザ イ ム (星 印) の 発現 が 著 し く 増加 し､
ODC豊 は 20% 以下 に 減 少 した が ､ 27 kDa ア ン チ サ イ ム ( 矢印) の
発現 は デキ サ メ サ ゾ ン に の み 依存 し て お り ､ ス ペ ル ミ ン に よ る 発現
の 促 進 は 見 ら れ な か っ た o 同 様な 結果 は 24 時間 後 で も 見 ら れ たが ､
12 時間後 に 比 べ O DCは や や 増加 し た ｡
AZ- 2 細 胞の ポ リ ア ミ ン 取 り 込 み 清性 は デ キ サ メ サ ゾ ン 処理 に よ り
50 %以 下 に 減少 し た (Tab le Ⅳ - 2, 0 h). ま た､ デキ サ メ サ ゾ ン 未
処理 の 細胞 で は ､ 10JIM ス ペ ル ミ ン 存在 下 で 12 時間培養 す る 事 に
よ り ス ペ ル ミ ン 含 量が 3 倍に 増加 した に も 関 わ ら ず ､ デ キ サ メ サ ゾ
ン 処理 し た細 胞で は ス ペ ル ミ ン含 量 の 増加 は 約 1. 7 倍 に 留 ま っ た ｡
こ ･の 時 デキ サ メ サ ゾ ン 処 理 の 有無 に 関 わ ら ず ､ ポ リ ア ミ ン 取 り 込 み
摘 性の 阻害 も 多 少 見ら れ た(Tab le Ⅳ - 2)o 一 方 ､ EXOD- 1 細胞 は デ キ
サ メ サ ゾ ン 処 理 し て も ポ リ ア ミ ン 取 り 込 み 摘惟 は ほ と ん ど 変化 し な
か っ た . ま た 3 0iLH スペ ル ミ ン存 在下 で 培養 し た細 胞 の 12時 間後
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の ス ペ ル ミ ン の 蓄積 も ま た ､ デキ サ メ サ ゾ ン 処理 に よ る 差は 見 ら れ
な か っ た ( デー タ 一 束 掲 載)｡ な お ､ E‡OD- 1 紳 胞 と AZ- 2 細胞 の 両
方 に お い て ､ デキ サ メ サ ゾ ン未 処理 の 細 胞 で も ス ペ ル ミ ン 添加 2 日
目 以 降 は 細 胞 増殖 の 回 復 が 見ら れ た が (F ig . Ⅳ - 4)､ こ れ は ス ペ ル ミ
ン に よ り 誘導 さ れ た 細 胞 由来 の 124 kDa ア ン チサ イ ム に よ る 輸送 描
性 の 阻害 効果 が 現 れ て き た た め で は な い か と 考 え ら れ た ｡ ま た
EXOD- 1 細胞 で は 5 0iLM Mg2 ＋ を含 む 培 地 で 行 っ た 時､ ス ペ ル ミ ン
処 理 24 時 間後で も ポリ ア ミ ン 取 り 込 み 清惟 の 阻害 は全く 見 ら れ ず
む し ろ 摘 性 が 増加 し て い た が (F ig . Ⅳ - 2)､ こ の 時 の ア ン チ サ イ ム 量
をウ エ ス タ ン プ ロ ツ テ ィ ン グ に よ り調 べ たと こ ろ ( デ ー タ 一 束掲 載)､
0. 9 mM 鵬 2 ＋ を含 む 培 地 で 行 っ た結 果 と は 異な り ､ ア ン チ ザイ ム 塞
が 減少 し て い た ｡
以 上 の 結 果よ り ､ AZ- 2 細胞 で は デ キ サ メ サ ゾ ン 誘導 惟 の 27 kDa
ア ン チ サ イ ム の 発 現 に よ り､ ポ リ ア ミ ン 取 り込 み 描性 が 阻害 さ れ る
事 ､ 及 び 完 全 で は な い が ス ペ ル ミ ン 過 剰蓄 積 に 伴 う 増殖 阻害 や 細胞
死 か ら 回 復 が 見 ら れ る 事 が 分 か っ た o す な わ ち ､ ア ンチ サ イ ム が ポ
リ ア ミ ン 輸 送系 の 負 の 調 節 因 子 と し て 働く 事 が 明 か と な っ た ｡
Ⅳ - 4 考 察
ア ン チ ザ イ ム は OD C量を 調 節す る 分子 量 23- 30kDa の 黄 白 で あ
る ｡ ま た､ ア ン チ サ イ ム 白身 は高 襟 度ポ リ ア ミ ン の 存 在 に よ り発現
量が増加 す る 事 か ら ､ そ の 他 に も ポ リ ア ミ ン 量 の 調 節に 関 わ っ て い
る 事 が 予 想 さ れ て い た ｡ 今 回 EXOD- 1 細胞 で も他 の OD C過剰産生 細
脂 (M itchell et aJ. , 1992a; Poul in ei aj. ,
,199 3) と 同 様 にポ リ
ア ミ ン の 異 常蓄積 が 見ら れ た 事か ら 筆者 は ､ OD C過 剰産生紳 胞 の ポ
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リ ア ミ ン 異常 蓄積 は ア ン チ サ イ ム が 過剰 の OD Cに 全 て 結 合 し て し ま
い ､ ア ン チ サ イ ム に よ る 輸送摘性 の 調 節が 出 来 な く な る た め で は な
い か と 予 想 し た o そ こ で EXOD- 1 細胞 に外 来 の ア ン チ サ イ ム 遺 伝子
を 導入 し ､ ア ン チ サ イ ム を 過剰 に 発現 さ せ る 事 で 輸送系異 常 か ら の
回復 が 見 ら れ る か 検討 す る 事 に し た ｡
今 回用 い た プラ ス ミ ド pMAMne oZl は 5
'
側 の 欠 け た ア ン チサ イ ム
CD NA(Mats ufuji et aJ. , 1990a) に 人 工 的 に 開始 コ ド ン を付 加 し て
作製 さ れ た も の で あ る . 天 然 の ア ンチ サ イ ム の mRN Aに は 分 子 量 か
ら予 想さ れ る 翻訳 領域 は 存在 し な い 事が ､ ア ン チ サ イ ム の ゲ ノ ム の
塩 基配列 (M iya z aki ei aJ. , 199 2) よ り ､ 最 近 示さ れ た . ま た ア ン
チ サ イ ム 蛋 白 の 合 成 は ､ mR NA上 の 2 つ の 翻 訳穣 域上 を ポ リ ア ミ ン
依存的 な ＋1 の フ レ ー ム シ フ トを起 こ す事 が 必 要 で あ る ら し い
(Mats ufuji et aJ. , u npub lished data)｡ こ れ ら の 事 か ら ､ プラ ス
ミ ド由来 の 27 kDa の ア ン チ サイ ム は カ ル ポ キ シ 末端の 159ア ミ ノ
酸が ､ 天 然 の 24 kDa の ア ンチ ザイ ム と 一 致 し て い る だ け で ､ ア ミ
ノ 末端 側の 構 造が 異な っ て い る 事 が 明 ら か に な っ て きた ｡ し か し ､
27 k Da ア ン チ サ イ ム は jn vl
l
v o 及 び jn vjtr o の 両 方 に お い て ､
天然 の ア ンチ サイ ム と 同 様の 汚性 を持 ち (Hu r aka mi et aノ. , 1992a ,
1992 b)､ ま た OD Cに対 す る ア ン チ サ イ ム の 機 能 ドメ イ ン は カ ル ポ キ
シ 末 端側 に あ る 事 か ら ( 市場ら ､ 1993)､ ア ミ ノ 末 端側 の 構造 の 違 い
は ア ン チ サ イ ム の 機能 に は影響を 与 え な い と 考 え られ て い た ｡
得 られ た ク ロ ー ン AZ- 2 は予 想 に 反 し て ､ プ ラ ス ミ ド由来 の 27
kDa の ア ン チサ イ ム を 細 胞由来 の 24 kDa に 比 べ て ､ わ ず か 4 倍 し
か 発現 し な か っ た ｡ し か し ､ こ の 少 量 の 27 kDa ア ン チ ザ イ ム の 発
現 は ､ ス ペ ル ミ ン 及 び ス ペ ル ミ ジ ン の 取 り 込 み 摘 性を 50 % 阻 害 し
(Tab le Ⅳ - 2)､ 完全 で は な い が ス ペ ル ミ ン の 蓄 積 に よ る 細 胞 増殖 阻
害効果 を 抑制 し た (Fig . Ⅳ - 4B)｡ こ れ よ り ､ ア ン チサ イ ム は ポリ ア
ミ ン輸 送系 の 負の 調節 因 子 と し て 働 い て い る 事 が 明 ら か と な っ た ｡
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更 に ､ ス ペ ル ミ ン 処 理 に よ っ て も ポ リ ア ミ ン 取 り 込 み 描性 は減少 し
た が (Tab le Ⅳ - 2)､ こ れ は天 然の ア ン チ サ イ ム が 誘 導 さ れ た ため だ
と 考 え ら れ た ｡ し か し ､ Fig. Ⅳ - 5 で 示 さ れ る 2 7kDa と 24 kDa の
ア ン チ サ イ ム の 発現 量 の 総 和 と ポ リ ア ミ ン 取 り 込 み摘 性 の 阻害 に は
相 関が 見ら れ な か っ た 事 か ら ､ こ れ ら ア ミ ノ 末 端 の 異 な る 2 つ の ア
ン チ サ イ ム の 機能 が 異 な っ て い る 事 が 推 測さ れ ､ 次 に 示 す 2 つ の 可
能性 が 考 え ら れ た ｡
1) ア ン チ ザ イ ム の OD Cと ポ リ ア ミ ン 輸 送蛋 白 に 対 す る 結合 ドメ イ
ン が 異 な っ て お り ､ 27 kDa ア ン チ サ イ ム で は ア ミ ノ 末端 の 変 化に よ
り O D Cに 対 す る 親和 性が 小さ く な っ た､ ま た は ポリ ア ミ ン 輸送者 白
に 対す る 親 和性 が 増加 し た ｡
2) 2 7kDa ア ン チ サ イ ム の ア ミ ノ 末端側 は 疎水 性 ア ミ ノ 酸 に 富ん で
い る 事 ( デ ー タ - 未掲 載) か ら ､ ア ン チ サ イ ム の 細 胞内 局 在性 が 変
化 し ､ 膜結 合性 の 輸送 蛋 白 に結 合 し 易 く な っ た ｡
本研 究 に よ る ア ン チ サ イ ム の 新 し い 機 能､ す な わ ちポ リ ア ミ ン 輸
送 浦性 の 調 節が 見 い だ さ れ た 事に よ り ､ ア ン チザ イ ム は細 胞内 の ポ
リ ア ミ ン 量 を調 節す る 中 心 的役割を 担 っ て い る 事 が 予 想 さ れ た｡ ま
た ､ こ の 発 見 は今 ま で 全 く 実態 の つ か め な か っ 孝義 核生 物の ポ リ ア
ミ ン 輸 送系 を解明 す る 手 が か.り に な る と 思 わ れ ､ 更 に輸 送系蛋 白 の
同 定並 び に ク ロ ー ニ ン グ に 役 立 つ の で は な い か と 期 待さ れ る ｡ 一 方 ､
天 然 の ア ン チ サ イ ム と 27 kDa の リ コ ン ビ ナ ン ト ア ン チ ザ イ ム は ､
ポ リ ア ミ ン 取 り 込 み汚 性 を抑 え る と い う点 で 同等 に 作用 し な い 事 が
推測 さ れ た が ､ こ れ は ア ミ ノ 末 端例 の 変異 が ア ン チ サ イ ム の 機 能 に
影響 を 与 え な い と い う 従 来 の 予 潮 に 反 し て い た ｡ 従 っ て ､ 天然 の ア
ン チ サ イ ム と 27 kDa の リ コ ン ビ ナ ン ト ア ン チ サ イ ム の 作用 の 速 い
に つ い て も ､ 今後 明 ら か に さ れ る 必 要 が あ る と 思 わ れ る ｡
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総 括
ポリ ア ミ ン は細 胞の 増 殖及 び 維 持 に と っ て 必頒 の 因子 で あ り ､ 細
胞 内 の 環 境 に 応 じ て 至 適 洩 度 に 保 た れね ば な ら な い ｡ こ れ は ポ リ ア
ミ ン 生合 成酵 素 の 発現や 細 胞外 か ら の ポリ ア ミ ン の 取り 込み 措性の
調 節 を介 し制 御さ れ て い る が ､ そ の 詳 し い 機 構 は 未 だ 明 ら か に さ れ
て い な い ｡ そ こ で 筆者 は 細 胞内 の ポ リ ア ミ ン 豊調 節 の 機 構を 解明 す
る 手 が か り を 得よ う と 思 い ､ 特 に 解 明 の 遅 れ て い る S AMDC の発現 調
節 及 び ポ リ ア ミ ン 輸送 の 浦性調節 に 焦 点を 当 て ､ SAMD C過剰 産生紳
胞 の 単離 と そ の 機構 の 解 析 (ⅠⅠ車)､ ポ リ ア ミ ン 生合成 律連酵 素の ポ
リ ア ミ ン に よ る 翻 訳調節 - 5
'
- UTR の効果 - (Ⅲ 車)､ ODC過剰産
生 細胞 の OD C- ア ン チ ザ イ ム 遺 伝子 導入 に よ る ポリ ア ミ ン 異常 蓄積 か
ら の 回復 (Ⅳ 章)､ の 3 点 に つ い て 検討 を待 っ た . そ の 結果 ､ 次 の
よ う な情 報 が 新 た に 得 ら れ た o ① 得 ら れ た S 州DC過 剰産生 変異細
胞 (SA
.
”- 1) は 親細 胞 で ある FM3 A細胞 に 比 べ て 5 倍 し か SAHDC塞
が 増加 し て い な か っ た ｡ こ れ は ODC過剰 蘇 生細 胞の 場 合 と比 べ て 非
常 に小 さ く ､ こ の 事 か ら 細 胞内 の ス ペ ル ミ ジ ン 及 び ス ペ ル ミ ン 豊 の
調 節 が 非 常 に 厳密 に 制 御 さ れ て い る 事 が 予 想 さ れ た ｡ ま た､ 阻 害剤
EGBG の有無 で 比 較 し た 結果 か ら SA MD CmRNAの タ ー ン オ ー バ - は細
胞 内 ス ペ ル ミ ン 量 に 依存 し て い る 事 が よ り強 く示 唆 さ れ た｡
② S AHDCの ポ リ ア ミ ン に よ る 翻 訳調節 に は 5
'
- UTRの う ち､ 転写 開
始 部位 か ら 約 1 00塩基 の GC に 富ん だ高 次 構造を と り 易 い 領 域が 必
要 で あ る 事 が 分 か っ た ｡ こ れ は ODC の翻訳 調節 の 結果 と 一 致 し て い
た が ､ キ メ ラ mR NAの 翻 訳 の 結果 か ら翻 訳 レ ベ ル で の 発現調 節 は
SAHD Cよ り も OD Cの 方が よ り 重 要で あ る 事 が 示 唆さ れ た ｡ ③ 細 胞
内の ODC量 を 調節 す る 因 子 と し て 同 定 さ れ た蛋 白質 ､ ア ンチ ザイ ム
が ポリ ア ミ ン 輸送 滴性 の 負の 調節 因 子 と し て も磯 L能 し て い る 事が 分
か っ た ｡
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本 研 究 を 通 じ て 得 ら れ た 知 見が ､ 泉 核 細胞 に お け る 細胞内 ポ リ ア
ミ ン 豊 調節 の 機構 解 明 に 大 き な 進 展 を もた ら し た と は筆 者 は 考 え て
い な い ｡ し か し ､ OD Cの 発 現調節 に 偏 り が ちだ っ た こ れ ま で の 機構
解 明 の 研究 に 対 し て ､ 新 た な 突破 口 を 切り 開 い た の で は な い か と白
魚す る ｡ す な わ ち SAMD C過 剰 産生細胞 が 得 ら れ た事 に よ り ､ ノ
●
〟
v l
'
v o に お け る 翻 訳調 節 や 分 解 調節 の 機 構 が ､ OD Cで 得 ら れ た の と同
様 ､ 明 ら か に さ れ て い く で あ ろ う し ､ ア ン チ ザ イ ム の 新 し い 機能の
発 見 に よ り ､ こ れ ま で 実 体 の つ か め て い な い ポ リ ア ミ ン輸 送 費 白の
探 索 に対 し て 有力 な 辛 が か り が 得 ら れ る の で ほ と 考 え て い る ｡ ま た
本 研究 を 行 っ て い る の と 同 時期 に ､ 紳 胞内 の 過剰 ポリ ア ミ ン に よ る
増 殖 阻害 効 果が 明 ら か に さ れ ､ 高 過度 ポ リ ア ミ ン 時に お け る フ ィ ー
ドバ ッ ク 効 果の 生 理 的意 義 も よ う や く 分 か り 始 め て き た 事 か ら も ､
ポリ ア ミ ン 量の 厳 密 な 調 節 の 重要 性 が 再認 識 さ れ つ つ あ る ｡ こ れ ら
の 詳 し い 機 構の 解明 は 今 後 の 研 究 に 期待 さ れ る ｡
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